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Introduction générale

Introduction générale

Les nanosciences, pressenties en 1959 par Ri¢tendman (“There is plenty of
room at the bottom"), se consacrent a |'élaborati@bservation et le contréle d’objets
nanométriques et constituent aujourd'hui un chaepedherches particulierement prometteur
pour la conception de matériaux fonctionnels muriaés.

Deux principales approches sont utilisées polabaration de dispositifs tels que les
surfaces fonctionnalisées a I'échelle nanométrigaegpremiere technique, dite « top-down »,
correspond par exemple aux techniques lithogragsiglont la résolution est inférieure a la
centaine de nanométres. Ces méthodes imposenua®istructure ou un motif sur le substrat
a traiter. Au contraire, les techniques « bottomsupisent I'assemblage de briques
élémentaires (molécules, atomes,...) qui aboutit éofsstruction d’architectures complexes
par des procédés inhérents au systéme étudié.

La technique de couche par couche (ou layer-bgrlélybL)), développée dans les
années 1990 par Gero Decher [Decher 1997], s’indans cette démarche de construction
« bottom-up ». Elle est basée sur I'adsorptiornradte sur un support solide de deux composeés
présentant des affinités I'un pour l'autre. Il eésulte des films stables et fonctionnels qui
peuvent atteindre des épaisseurs de plusieurs mmétres.

De tels assemblages peuvent également étre galigartir de molécules issues de la
biomasse. En effet, la cellulose, biopolymére les@bondant de la biomasse terrestre, forme
un réseau avec d'autres polysaccharides (par erehlapkyloglucane (XG)) qui constitue
'armature des parois des cellules végétales. Hestés entre la cellulose et le xyloglucane
sont tres spécifiqgues [Hayashii al. 1987] et sont assurées par des interactions dedéan
Waals et des liaisons hydrogene [Hayashi al. 1987] intermoléculaires. 1l est donc

envisageable d’élaborer des films multicouchesrérmbe ces deux composés.

Une des applications de films réalisés par LbLI@stréation de revétements actifs
pour I'obtention de surfaces adaptatives [Quatral. 2007]. Ces surfaces ont pour but de
répondre a I'application de stimuli externes (Vaoias de pH, de température ou d’humidité),
réversiblement si possible. Ces films sont souwemicus pour le relargage de composés
actifs consécutivement a une variation de pH, deérature ou encore de lumiére. Une autre
classe de surfaces adaptatives concerne des films-iqteractifs » basés sur I'interaction

ligand/récepteur faisant intervenir des processeigegonnaissance moléculaire. Ainsi, les

IConférence annuelle de I' « American Physical Sgoie CA décembre 1959
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films peuvent étre rendus immuno-sensibles daradede reconnaissance antigene/anticorps
ou encore catalytiques dans le cas d'interactiapnee/substrat.

Sur le méme principe, nous avons mis au pointroéthode de détection d’activité
d’enzymes hydrolytiques. Le principe de ce testdestepérer une activité enzymatique au
moyen d’'un film de biopolymere déposé sur un supgpi@ que le film multicouche de
cellulose-XG) de quelques centaines de nanométiépaidseur. En effet, les films
nanométriques dont I'épaisseur optique est détrfavec m entier impair et la longueur
d’'onde du rayon réfléchi) présentent une colorafiée a des interférences lumineuses
générées par le film (Figure 1). Une partie du naywident est réfléchie sur la premiéere
interface air-film, puis l'autre partie est réfréetpuis réfléchie sur la deuxiéme interface film-
support. Les rayons vont interférer ce qui engenare couleur qui varie en fonction de

I'épaisseur du film et de I'indice de réfraction.

N\ e

Film nanométrique (n,)

Support (ns)

Figure 1: Schéma représentant le phénomene d’intetéfence lié au dépbt d'un film sur une surface
réfléchissante.

Ainsi, lorsqu’une enzyme hydrolytique est mise cemtact avec le film, celle-ci le
dégrade et fait diminuer son épaisseur, ce quiiinduchangement de couleur détectable a
I'ceil nu. Par conséquent, un changement de coestuindicatif d’'une activité enzymatique
(Figure 2).

Deégradation d'un film =
par une enzyme specifique } i

>

Figure 2: Représentation d’un film de biopolymére @posé sur un support avant et aprées la dégradation
par une enzyme spécifique.

Des films nanométriques colorés ont déja été aistepar des assemblages
multicouches de cristaux de cellulose et de polgndCranston et Gray 2006; Wagberal.
2008]. Par conséquent, il est tout a fait envishlged’obtenir des films colorés par le dépo6t

de multicouches de cellulose et de XG.
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L'objectif général de cette these a consisté dodk&x et caractériser des films
multicouches composés de cellulose et de xylogkickans le but de détecter I'activité de
cellulases.

Ce mémoire de thése est composeé de six chapitres :

Le premier chapitre est consacré a une revueogiialphique présentant tout d’abord
guelques généralités sur la paroi des cellules tabeg puis l'organisation du réseau
cellulose-xyloglucane au sein de celle-ci et leteractions existantes entre ces deux
composeés. Nous aborderons ensuite les différemtgeaspar 'homme de la cellulose et du
xyloglucane. Enfin, nous traiterons du principelab®ration des films multicouches et des
propriétés qu’ils présentent.

Le deuxiéme chapitre aborde I'étude des croissadeefiims cellulose-xyloglucane
(C-XG) en fonction de la méthode de deépdét utiliséedes concentrations de solutions
utilisées. Cette étude a permis de déterminer deslitons opératoires les mieux adaptées
pour la construction de films multicouches de C-B@orés. Les films multicouches C-XG
ont été comparés avec des films multicouches PAX{3GIont la structure est différente.

Le troisieme chapitre décrit I'étude de la stroetinterne des films qui a permis a la
fois d’améliorer la compréhension des croissances fdms C-XG et de déterminer les
différences de structure et de composition chimieptee C-XG et PAH-C/XG a I'état sec. La
structure de ces deux films a aussi été étudiésokiion afin d’'observer leur gonflement,
dans l'objectif de la compréhension des phénoméngdiqués dans les dégradations
enzymatiques.

Le quatrieme chapitre traite de la dégradatioryexatique des films C-XG et PAH-
C/XG par des cellulases qui a été comparée a urnleode classiquement utilisée pour la
détermination de l'activité d’enzymes hydrolytigueBans une étude préliminaire, les
cinétiques enzymatiques ont été suivies par QCM-D.

Le cinquieme chapitre décrit les résultats préiaries de la dégradation enzymatique
de films nanométriques constitués d’un autre paigisaride : I'arabinoxylane.

Enfin, les aspects expérimentaux, tels que la guedjpon des solutions et des
échantillons, ainsi que le principe des technigleesaractérisation utilisées sont abordés dans

un sixieme chapitre.
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1 La paroi végétale

Les cellules végétales se différencient des @dlidnimales par la présence a la
périphérie intracellulaire, d'une enveloppe dynamicappelée paroi végétale [Carpita et
McCann 2000] (Figure 3). Celle-ci constitue un maté composite qui résulte de
'assemblage de différents polyméres. Il existexdgypes de parois : la paroi primaire et la
paroi secondaire. La paroi primaire, caractérigtidas cellules jeunes, joue un réle structural
en leur conférant leur morphologie et en controlant croissance. Elle les protege également
de certaines contraintes physico-chimiques telieslg pression osmotique, et des infections
par des pathogénes bactériens ou fongiques. Elegofin le role d’interface d’échange entre
les cellules. La composition et les propriétésadpdroi végétale s’adaptent constamment a la
croissance, la différenciation et a I'environnemeatla cellule. Lorsque la croissance de la
cellule est terminée, la paroi incorpore de nouxeauomposés: la paroi primaire se
transforme en paroi secondaire. Celle-ci devieuns @paisse, plus rigide et plus hydrophobe

gue la paroi primaire. Elle joue alors le role idsu conducteur et de soutien.

1.1 Fonctions et composition de la paroi primaire

La paroi primaire se forme durant la division cellulaire et pernaettoissance de la
cellule. Elle constitue la seule enveloppe desutasljeunes et indifférenciées, en phase de
croissance. Elle est composée majoritairement dgsaccharides (cellulose, pectines et
hémicelluloses) ainsi que de quelques protéinesemaix et pigments. La Figure 3 représente
I'organisation de tous ces constituants au seitadearoi primaire : celle-ci est constituée
d’'un réseau de cellulose relié par les hémicelegatans lequel s'insére un réseau de pectines
ainsi que des protéines structurales. Cette pasbifiee (0,1 um), extensible, fortement

hydrophile et de faible densité.
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Figure 3 : Représentation schématique de la paroirpnaire des cellules végétales.

1.1.1 Les polysaccharides

De nombreux polysaccharides sont présents aulsela paroi des cellules végétales.
Leur nature et leur structure sont extrémementéeari ce qui leur conféere un nombre
diversifié de fonctions au sein de la paroi. Trpiincipales classes de polysaccharides

peuvent étre distinguées : la cellulose, les hdtaloses et les pectines.

1.1.1.1 La cellulose

C’est I'élément majeur de la structure pariétplasqu’elle représente 15 a 30% de la
matiere seche de la paroi primaire et 40 a 90%adeaftoi secondaire. La cellulose est un
polysaccharide linéaire constitué d'unitBsD-glucopyranosyles liées entre elles par des
liaisons glycosidique$-1,4. La présence de nombreux groupements hydexydemet la
creation d'un réseau de liaisons hydrogéne intra-inéermoléculaires. Les chaines
polysaccharidiques s’associent pour former unectitre tres cristalline, que I'on appelle
microfibrilles . Cette structure semi-cristalline est a l'origide I'essentiel des propriétés
physiques et chimiques de la cellulose, notammeatforte résilience ainsi gu’une résistance
importante aux attaques physiques, chimiques ownesizques. Une description plus

approfondie de la cellulose sera abordée danségrephe 2.2.

1.1.1.2 Les hémicelluloses

Ce sont des polysaccharides de structures compégxesiées qui sont constitués de
pentoses¥-xylose, L-arabinose), d’hexose®-glucose,b-galactosep-fucose,L-rhamnose)
et d'acides wuroniques (acideD-glucuronique, 4-O-méthyb-glucuronique). Les
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hémicelluloses présentes dans les parois végé&talds les xyloglucanes, les xylanes, les
mannanes (galacto- et glucomannanes), les glucummenas, la callose (polymére de glucose
lié enB-1,3) et les glucanes mixtes. La chaine princip@lees polymeres est généralement
constituée par un seul monosaccharide sur leqeelt we greffer d'autres saccharides. Leur
composition varie en fonction de I'espéce et detggllulaire considérés.

En général, une hémicellulose est prédominantagane d’autres sont présentes en
plus faibles quantités [Carpita et McCann 2000].nshi les xyloglucanes sont les
hémicelluloses majoritaires dans les parois priesaites dicotylédones ; tandis que ce sont les
arabinoxylanes chez les monocotylédones [Carpit&ibeaut 1993]. De méme, dans les
parois secondaires, les xylanes et les glucomasrsomd respectivement prédominants chez
les angiospermes et les gymnospermes [Carpita €ahft 2000]. Tous ces polysaccharides
sont amorphes et branchés.

Par la suite, nous détaillerons plus particuliémr@mies xyloglucanes (XG) qui
constituent la classe d’hémicellulose la plus abote et la plus étudiée et que nous avons

choisis pour cette étude.

1.1.1.3 Les pectines

Ce sont des polysaccharides branchés et chargésridtaas en acidea-D-
galacturonique. lls sont également composés-demnosel-arabinose eb-galactose. Les
domaines structuraux des pectines sont :

- les homogalacturonanes (HGA) : homopolymere é®¢iD-GalA ;

- les rhamnogalacturonanes de type | (RG 1) ;

- les rhamnogalacturonanes de type 1l (RG II).

Bien qu’il soit admis que les pectines sont conéés de zones «lisses » (non-
substituées) et de zones « hérissées » (ramifgegessives, I'arrangement des différents
motifs est toujours controversé. Il existe deux elesl de pectines (Figure 4) :

- le premier fait état d’'une chaine principale ¢inée de RG et substituée par
deux types de chaines latérales composées d'osdsesigarabinane et
arabinogalactanes) pour le premier et d'HGA pousdeond [Vinckeret al.
2003].

- le deuxieéme rapporte une chaine principale coggadain copolymere de RG
et d’'HGA substituée au niveau des RG par des chd@térales d’oses neutres
[Mohnen 2008].
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Figure 4 : Représentation schématique des deux mddé de structure des pectines.

Les acides carboxyliques des pectines peuvent#itiyl-esterifiés, ce qui permet de
moduler la charge globale du polymeére. Ces polysaades sont capables de former des
gels : les parties non estérifiees des chaines A’HBuvent se réticuler grace a des
interactions avec les ions €aEn outre, I'étude des liaisons pectines-cellul@seontré une
affinité des chaines latérales constitutives desines pour la cellulose, contrairement a leur
chaine principale [Zykwinsket al.2005].

Les pectines sont présentes principalement dalanlelle moyenne et dans la paroi
primaire des Dicotylédones [Carpita et Gibeaut 198Hes ont essentiellement un rble de
régulation, que ce soit en terme de pH, de foreeqie mais également de porosité et
d’activité enzymatique. Elles possedent aussi tmgignalétique, en alertant les cellules de la

présence d’organismes étrangers tels que des ggghtgyénes [Carpita et McCann 2000].

1.1.2 Les protéines structurales
Bien que l'architecture structurale de la parogétale soit largement constituée de

polysaccharides, des protéines structurales saiem@gnt impliquées dans la formation des
réseaux de la paroi. Leur abondance varie de nean@nrsidérable selon le type cellulaire, la
maturation et les stimulations éventuelles (attadpipathogenes, blessures,...). Ces protéines
sont, pour la plupart, des glycoprotéines que pewit diviser en 4 classes [Johnsainal.
2003] :
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- Les protéines riches en hydroxyproline (HRGP)

- Les protéines riches en proline (PRP)

- Les protéines riches en glycine (GRP)

- Les arabinogalactanes protéines (AGP)

Les HRGPs constituent la classe de glycoprotgmaegtales la plus étudiée. Une des
sous-familles des HRPGs est appelée « extensiheonsiste en la répétition des séquences
Sérine-Hydroxyproline (Ser-(Hyp) et Tyrosine-Lysine-Tyrosine qui sont importantEmns
les structures secondaires et tertiaires. Elles@aassi constituées d’environ 50% de glucides,
dont 96% d’arabinose présent sous forme de chddt@wles. Leur conformation serait de
type batonnet rigide. Les extensines sont locaiggmcipalement dans les parois primaires
des dicotylédones.

1.1.3 Les acides phénoliques

D’autres composés phénoliques existent au selia jpigroi secondaire et appartiennent
a la famille des acides hydroxycinnamiques (acigecoumarylique, acide p-
hydroxybenzoique, acide férulique). lls sont présem faibles quantités mais sont d’'une
importance majeure puisqu’ils sont impliqués dassllaisons inter-polysaccharidiques des
hétéroxylanes [Saulni@t al. 1999] et des pectines [Ralktal. 2005].

1.2 Fonctions et composition de la paroi secondaire
La paroi secondairese forme postérieurement a la croissance celludgiodrrespond

a la morphologie finale de la cellule. Elle eststitnée des éléments de la paroi primaire dans
laquelle se sont intercalés demmposés phénoliquedont la lignine. Ce sont des composeés
aromatiques portant un groupement hydroxyle direetd lié au cycle benzénique. La
composition de la paroi secondaire varie en fonatie I'origine botanique, mais globalement
elle contient 30 a 40% de cellulose, 30% de lignB8t®6 d’hémicelluloses et environ 5% de
pectines. Ce domaine est alors plus rigide, beguptus épais et moins hydraté que la paroi
primaire et qui présente un caractere inextensibl@ermettant plus la croissance cellulaire.

La paroi secondaire joue alors le role d’un tissndzicteur et de soutien.

-10 -
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1.2.1 Cellulose de la paroi secondaire

Les propriétés de la paroi secondaire sont eriepadsurées par la présence de
microfibrilles de cellulose dont I'organisation ebtférente de celles de la paroi primaire. En
effet, la cellulose de la paroi secondaire est atsép de microfibrilles plus épaisses qui
comportent une orientation importante. Elle repmésepar ailleurs 40 a 90 % de la

composition de la paroi secondaire selon la plahte tissu considére.

1.2.2 Lalignine

La lignine est un constituant caractéristique da®ig secondaires (30% en moyenne).
Elle est impliquée dans la structure et la cohéglenla paroi mais également dans la
résistance aux microorganismes. Les lignines sestpdlymeres tridimensionnels amorphes
issus de la copolymérisation de différents alcpblénylpropénoiques, a savoir les alcgmls
coumarylique, p-coniférylique etp-synapylique (Figure 5). La proportion des diffésen
monomeres composant les lignines est tres varsahbs la source considérée.

CHaOH CHoOH CHzCH
e s =
CHZHy Halo D
OH oH OH
Aleool pcoumarylique Aleool pconlféryligque Alcoal psinapyligue

Figure 5 : Principaux précurseurs des lignines.

La nature covalente des liaisons (éther, estetanbone-carbone) du réseau confere
aux lignines une rigidité et une stabilité impotéarSa polymérisation a lieu tant que la paroi
dispose de précurseurs et d'espace. En conséquarimggine occupe tout I'espace pariétal
disponible et déplace ainsi I'eau. La lignine foraders un maillage hydrophobe inapte a

I'extension, qui stoppe la croissance pariétale.

La cellulose et le XG que nous utilisons pourd@ration des films multicouches font
partie de la paroi primaire. Nous allons donc a@éadans la partie suivante I'organisation du
de la cellulose et du XG au sein de la paroi ajjus les caractéristiques physico-chimiques

de ces deux constituants et les interactions oskuKG.

-11 -
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2 La paroi primaire

2.1 Organisation de la paroi primaire : le modele m  ulti-réseaux

La paroi primaire est donc composée de nombrelyaoes possédant chacun des
fonctions différentes qui permettent de lui assarda fois intégrité mécanique et flexibilité.
Ces polyméres sont associés en trois réseaux fainciqui sont étroitement liés : le réseau
cellulose-hémicelluloses, imbriqué dans le réseaatipes-polysaccharides, auquel s’ajoute
un troisieme réseau constitués de protéines detsteu lIs forment alors un ensemble a la
fois suffisamment rigide pour assurer le maintienadcellule mais également modulable pour
permettre son développement.

Dés 1973 [Keegstrat al. 1973], Keegstrat al. ont proposé un modele au sein duquel
tous les constituants de la paroi primaire sonb@és par des liaisons covalentes et par des
liaisons hydrogene entre la cellulose et les XG.diminution de la force des liaisons
hydrogéne en milieu acide permettrait alors lesglisent des microfibrilles de cellulose,
conduisant ainsi la croissance de la cellule. Cégeince modele a été remis en question par
Valent et Albersheim [Valent et Albersheim 1974]i qunt observé le renforcement des
liaisons hydrogene en milieu acide.

Grace a des études par microscopie électroniquie mésolution et a des techniques
d’extraction séquentielle de certains polysacclearigariétaux, un nouveau modéle a été
proposé par McCann en 1990 [McCaeinal. 1990], dans lequel le réseau cellulose-XG est
inclus dans une matrice pectique. Carpita et Gibgaarpita et Gibeaut 1993] ont complété

ce modele en considérant un troisieme réseau tohsies protéines structurales (Figure 6).

Microfibrille de cellulose /£

Xyloglucanes

Pectines

A

Zone de jonction i
] Liaison de Ca2*

_/Lﬁ;/:\ /W Extensine — 4
2)

1) RG 1 et chaines latérales
d’arabinogalactane (1) ou d’arabinane (2)

Figure 6 : Modéle de la paroi primaire des celluleségétales de Type | [Carpita et McCann 2000].

-12 -
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Plus récemment, I'étude par RMRE du solide des parois de haricot munyafa
radiata L.) a permis a Boottert al. [Bootten et al. 2004] de déterminer la présence de
différents domaines de mobilité des XG, suggéranikgopulations de XG au sein du réseau.
Une fraction rigide présente en faible quantit@iseromposée des XG adsorbés a la surface
des microfibrilles de cellulose alors qu’'une se@frdction moins rigide, plus importante en
quantité, représenterait les XG situés entre lesrdfibbrilles (pont, queue ...) ou en
interaction avec d'autres polyméres pariétaux. Gleservations laissent supposer que la
guantité de XG directement liés a la surface deelulose est plus faible que ce qui été

suppose jusqu’a présent (Figure 7).

[ | Microfibrilles de cellulose
Xyloglucanes
Pectines

Figure 7 : Représentation schématique des parois ipnaires de haricot mungo ¥igna radiatal.) [Bootten
et al. 2004]. La quantité de XG liés directement a la clellose est fortement diminuée dans le modéle de
Bootten (C, D) par rapport a I'ancien (A, B) favorisant les pontages (A, C) et les interactions avees|
autres polysaccharides pariétaux (B, D).

Le modéle multi-réseaux de Carpita et Gibeaut pfaret Gibeaut 1993] reste
cependant le plus accepté actuellement pour dderiparoi primaire des cellules végétales.
Chacun de ces réseaux se formerait de fagon independes autres.

Le réseau cellulose-XG est le plus important ddmt de vue structural, puisqu’il

assure la résistance de la paroi a la pression t@pmotout en permettant I'expansion

-13 -



Chapitre |1 — Etude bibliographique

cellulaire grace a sa flexibilité. Avant de décuiiee maniére plus détaillée le réseau cellulose-

XG, nous allons approfondir la présentation deeltutose et du XG.

2.2 Lacellulose

2.2.1 Structure chimique

La cellulose est I'une des macromolécules les ghandantes a la surface de la terre.
Cet élément majeur des parois cellulaires représartte 20 et 30% des polysaccharides de la
paroi primaire des Dicotylédones. La cellulosewshomopolysaccharide linéaire constitué
d’unités D-glucopyranosyles liées entre elles par des ligigdti,4 et dont le motif de
répétition est le cellobiose (Figure 8). Cette argation lui confere une structure en hélice,
contenant 2 résidus-glucopyranose par tour, soit un pas de 1,04 nns. dlaines de
cellulose possedent a la fois une extrémité réabecat une non-réductrice, ce qui permet de

définir I'orientation des chaines (extrémité noduétrice— extrémité réductrice).

OH OH OH
OH < o OH e o on—-l f&/
HO HO HO
Q (o] o]
HO .0 Q OH
m HO \w HO \ \w HO
OH OH OH
OH OH n OH _ _
Extrémité réductrice

Cellobiose
Figure 8 : Structure de la cellulose, dont le motitle répétition est le cellobiose.

2.2.2 Structure cristallographique

En dépit de la simplicité de la structure chimigigece polymere naturel, certaines de
ces caracteéristiques restent mal connues. En dffet, que la structure cristalline de la
cellulose native ait déja été examinée dés le dibb@™siécle par diffraction des rayons X,
ce n'est qu'au début du ¥ siecle qu'elle a été établie de facon précisehjjsnaet al.
2002; Nishiyamaet al.2003b].

La cellulose native est présente quasi-exclusimerseus forme de cellulose I, ou les
chaines de cellulose sont paralleles les unes atresa Suivant son origine, il existe
d’'importantes variations de taille des cristawg(fFe 9) (a la fois en terme de longueur et de
section), de degré de cristallinité ainsi que damosition en ces deux allomorphes cristallins
principaux : & et IB. La forme & posséde une maille cristalline triclinique et eemt une
seule chaine [Sugiyan&t al. 1991], alors que la formé lest monoclinique et contient deux
chaines. La cellulose du bois ou du coton posseiteipalement la formepl [Atalla et

-14 -
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VanderHart 1999], alors que des organismes prgniibmme les bactéries produisent

majoritairement de la cellulose.|

& 2

10-15 nm
15-25 nm : 8.9 nm
Algue unicier
Va;’%ma (Halocynthia papillosa) Bactérie

(Acetobacter xylinum)

T &

5-10 nm 60 -5nm 1.5-3nm
Paroi secondaire Algue Paroi primaire
(Coton) (Micrasterias) (Parenchyme)

Figure 9 : Variabilité de taille des microfibrilles en fonction de I'origine de la cellulose d’aprés Ranzy
[Chanzy 1990].

Dans la cellulose I, les chaines de cellulossarg plus orientées de facon paralléle
mais anti-paralléle. Il n’existe que de tres ramesmples de production de cellulose 1l dans la
nature [Canale-Parola 1970]. Cependant, celleti e obtenue par traitement alcalin de la
cellulose |, appelé mercerisation. Au cours de @tement, les liaisons hydrogéne
responsables de l'organisation de la cellulose sntpartie rompues, conduisant a un
réarrangement de cette structure. La cellulosstltreermodynamiquement plus stable que la

cellulose I, ainsi la transformation de la cell@ddsn cellulose Il est irréversible.

2.3 Les xyloglucanes

Les xyloglucanes (XG) sont les composés hémiaaigles les plus abondants au
sein de la paroi primaire des cellules vegétalasieotylédones [Carpita et Gibeaut 1993].
La chaine principale, identique a la cellulose,ceststituée de résidusglucopyranose liés
entre eux par des liaisofisl,4. Jusqu’'a 75% des résidus de la chaine prilecgst substitué
par des chaines latérales comportant 1 a 3 régildms$,la composition varie en fonction de
I'origine des XG (Figure 10). Les branchements caampent des résidus xylosyles liés a la
chaine principale par des liaisons(1,6). Le squelette cellulosiqgue est composé d'un
enchainement de trois glucoses xylosylés consécsitivis par un glucose non-substitué.

Entre 30 et 50% des résidnsylucosyles xylosylés sont eux méme substituésositipn O-2
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par des unités p-D-galactopyranosyles ou plus rarement par des residtL-
arabinofuranosyles. Dans certains cas, les résidjaactosyles peuvent également porter, au
niveau de leur position O-2, une unité-L-fucopyranosyle. Des résidusi-L-
arabinofuranosyles di-D-xylopyranosyles peuvent aussi étre liés, mais péwement, en

position O-2.

Xvloglucanes

HoXN=C
_ﬁ.\\o /Q N
4‘\ 7 o
ugHo oH
O~ _ o 5o oH \ o oH
e T B 1“ e HO—7—_ -
, Wl L ;\ .
HO P 4 6. 2 \f‘?“'oi\
o OH OH

Figure 10 : Structure chimique des XG de paroi celllaire des Dicotylédones.

Les XG ont été classés en trois catégories suleantdegré de branchement [Yark
al. 1996]. Les XG de type I, pour lesquels approxiveatient 75% des résidus-
glucopyranosyles sont substitués, sont présents @anDicotylédones non solanacées, les
monocotylédones non-graminées et les gymnospeaes. les dicotylédones solanacées tels
gue le tabac, la pomme de terre ou la tomate [\éneh al. 1997], les XG de type Il sont
prédominants, ils comportent 40 a 45% de résidusoglyles substitués et présentent une
teneur en résidus arabinosyles importante et usenak de résidus fucosyles. Enfin, les XG
de type lll sont présents en tres faible quantgsdes monocotylédones graminées tels que
les céréales et ne contiennent que 25 % a 35 %sttdus glucosyles substitués.

Afin de faciliter leur dénomination, une nomenalat a été établie ou chaque chaine
latérale associée a son résidu glucosyle serardEsigar une lettre [Frgt al. 1993]. La
correspondance entre lettre et groupement sacainaidssue de cette nomenclature est

rappelée ci-dessous.

L-Fug-a-(1->2)-D-Galp-p-(1->2)-D-Xyl p-a-(12>6)-D-Glcp-p-(1->... F
D-Galp-p-(1-22)-D-Xyl p-a-(1>6)-D-Glcp-p-(1->... L
D-Xylp-a-(1-2>6)-D-Glcp-f-(1>... X

D-Glcp--(1->...

®

Figure 11 : Nomenclature associée a la dénominatiates chaines latérales des XG [Frgt al. 1993].

La nature et la substitution des chaines latésaas variables en fonction de I'espéce

considérée. Par exemple, pour les XG de tamarintngusont pas fucosylés, les différents

-16 -



Chapitre |1 — Etude bibliographique

blocs constitutifs, sont présents en proportiolanalde 9% molaire pour XLXG jusqu’a 50%
molaire pour le XLLG, les oligosaccharides XXLGX¥XXG étant représentés pour leur part
a, respectivement, 28% et 13% molaire [Vincletral. 1995; Faiket al. 1997] (Figure 12).
Malgré la similitude du squelette de la celluloge des xyloglucanes, la présence de
ramifications confere a ces derniers des propriditéérentes et notamment l'incapacité de

s'organiser en microfibrilles.

Gal Gal
{
Xyl Xyl Xyl Xyl
Xyl Xyl Xyl Xyl ¥ ol y ¥
o PN Lo Lod
Gle - Gle - Gle >Gle Gle - Gle -»Gle »Gle Gle >Gle — Gle > Gle Gle »Gle -Gle »Gle
N
Xyl Xyl Xyl Xyl
T
Gal Gal
(XXXG) (XLXG) (XXLG) (XLLG)

Figure 12 : Représentation des blocs constitutifses XG de tamarin et nomenclature associée[de Lima e
Buckeridge 2001].

Les XG ont plusieurs réles au sein des végétdsxpduvent servir de substance de
réserve et sont, dans ce cas, présents dans leegyoes plantes et non fucosylés. C’est par
exemple le cas des XG damarindus indicgtamarin) [Carpita et McCann 2000]. lls sont
mobilisés pendant la germination comme réserveed@a avant que les jeunes plants ne
soient photosynthétiguement autosuffisants. P&uad, certains oligosaccharides peuvent, a
tres faibles concentrations, exercer des effetsagitiques dans les cellules végétales [Yairk
al. 1984].

Enfin, les XG ont un rdle structural majeur daes plantes grace au réseau qu'ils
forment avec la cellulose. lls assurent la cohésiane les microfibrilles de cellulose et donc

le maintien de la cellule au cours de sa croissance

2.4 Le réseau cellulose/xyloglucane

2.4.1 Généralités

Les XG sont liés a la cellulose par des liaisoms covalentes, principalement de type
liaisons hydrogéne [Hayashi et Maclachlan 1984]peDelant, le mécanisme précis de ces
interactions n’est pas encore connu. La structureédeau, obtenu aprés exocytose des XG et
association avec les microfibrilles, suggere gesilste trois domaines xyloglucosidiques en

fonction de leur force d’interaction [Paudy al. 1999].
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~ Xyloglucanes

a’ Cellulose : chaines de coeur
/ Cellulose : chaines de surface

Figure 13 : Réseau cellulose-XG de la paroi primaé des cellules végétales [Rose et Bennett 1999].

Ces trois domaines moléculaires ont été identgasextraction séquentielle de parois
cellulaires de tiges de pois étiolées (Figure 13).

- un premier domaine est composé des XG qui ne past directement en
interaction avec la cellulose tel que les ponts bleucles ou encore les queues. lls
sont facilement extractibles par utilisation d’umgloglucane-endoglucanase
(XEG).

- une seconde partie des XG est constituée des idGteiment en interaction a la
surface de la cellulose. Elle peut étre extraicawe solution alcaline concentrée
(KOH 24 %), postérieurement au traitement par |&XE

- le troisieme domaine des XG présent au sein daeatai primaire pourrait étre
situés au cceur des microfibrilles de cellulose. X@8sne peuvent étre extraits de
la paroi ni par l'utilisation d’'une XEG, ni en stin alcaline mais uniquement a
l'aide de cellulases qui dégraderaient en méme gelap microfibrilles de
cellulose.

L’existence de ce dernier domaine de XG n’est ndpet pas totalement certaine car

il est possible que sa présence soit liee au pedtédaitement a la soude concentrée qui
pourrait entrainer une mercerisation de la celril@s I'encapsulation de certains XG

nécessitant l'utilisation d’'une cellulase pour lextraction. La présence de ces différents
domaines laisse néanmoins supposer que les méamnibimteraction présentent une certaine

variabilité en fonction de la nature des XG étudiés
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La paroi primaire des cellules végétales contrdlevitesse et la direction de
'expansion cellulaire. Ceci permet la conservatam I'intégrité mécanique des cellules,
malgré les variations importantes de taille queleibissent au cours de leur croissance. Le
mécanisme d’extension de la paroi doit donc im@rgeimultanément un relachement et une
restructuration de la paroi, ainsi que I'incorpmatde nouveau matériel. Le métabolisme des
XG au sein de la paroi primaire serait stimulé parpH acide [Hayashet al. 1987]. Les
expansines [Cosgrove 1998] participent a ce proseske modification de la paroi, en
intervenant au niveau des liaisons entre les Xfa etllulose. La nature exacte du processus
de modification de la paroi en milieu acide estergfant encore inconnue.

Le réseau cellulose-XG, structure portante dealipprimaire, subit également des
modifications de nature enzymatique, notammentigeendo-et exo- glycoside-hydrolases.
Une autre classe d’enzymes, appartenant aux gte®diydrolases et intervenant dans le
métabolisme des XG a été décrite au début des arfi@dFry et al. 1992; Nishitani et
Tominaga 1992]. Il s’agit des xyloglucaradatranglycosylases (XET) capables d’assurer le
transfert d'un fragment glucosidique sur une ant@écule de XG. Cette classe d’enzyme

assure I'expansion de la paroi de fagon conconatar croissance de la cellule.

2.4.2 Compréhension des interactions Cellulose-XG

Les mécanismes d’interaction, de méme que lesedextinfluencant la capacité
d’adsorption des XG sur la cellulose, ne sont goae pas clairement identifiés. Cependant,
plusieurs modéles développés pour permettre urde éas interactions cellulose-XG dans
des conditions contrblées ont déja permis d’appaeetaines informations. La construction
de ces modeles peut se faire de deux facons : emisgrésence des deux polysaccharides
pariétaux (XG et cellulose) a étudier ou formatitum composite cellulose-XG par culture de
cellulose bactérienne en présence de XG.

2.4.2.1 Assemblages Cellulose-XG

Le simple mélange de XG et de cellulose déja s et présentant des
caractéristiques de structure ou de compositioféréifites constitue un moyen simple de
déterminer I'affinité entre ces deux composeés.

L'assemblage de xylogluco-oligosaccharides (XGQ@& tailles variables avec
différents types de cellulose [Hayagtial. 1994b] a mis en évidence ulbagueur minimale
du squelette glucosidiqgue des XGOs permettant d’'obsver des interactions Des dérivés
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glucitol de XGOs, comportant de 3 a 12 résidusagyles sur leur chaine principale, ont été
obtenus par hydrolyse partielle et dégalactosylatie XG de tamarin. La comparaison des
interactions de ces dérivés avec différentes ased a montré que le motif GXXXG est le
motif minimal donnant lieu a des interactions qgek soit le type de cellulose (amorphe,
micro-cristalline ou bien papier filtre). Il sembpar ailleurs gu’il existe une taille optimale
pour laquelle l'affinité est maximale. En effet,iteua I'étude de l'adsorption de XG de
tamarin partiellement hydrolysé sur de la cellulosierocristalline Avicel[Vinckenet al.
1995], l'adsorption optimale serait obtenue pow ¥5Os comportant de 20 a 44 résidus
glucosyles dans la chaine principale. Ceci va néamna l'encontre des travaux
d’Hayashi[Hayashet al. 1994a] qui relatent une adsorption croissantexdgsle tamarin non
dégalactosylés sur la cellulose amorphe en fonaiomegré de polymérisation (DP), pour
des XG comportant 64 a 3000 résidus glucosylekguichaine principale.

L'influence dudegré de galactosylation des X@ également été analysée par des
étudesin vitro. Lima et al. [de Lima et Buckeridge 2001] ont dans un premaéengds étudié
'adsorption de XG d&amarindus indicaet deHymenaea courbarisur la cellulose micro-
cristalline Avicel puis déterminé les XGOs condiitudes XG adsorbés. A partir de ces
résultats, il a été montré que le degré de galgettisn a une influence défavorable sur la
capacité d’'adsorption. Les domaines de XG de tamadsorbés contiennent plus de motifs
XXXG et XLXG mais moins de motifs XXLG et XLLG gues XG natifs. Ceci est en accord
avec I'hypothése de Vinckeat al.[Vincken et al. 1995], selon laquelle la présence de résidus
galactosyles serait un obstacle a la pénétratisnX@&Os dans les pores les plus petits de la
cellulose.

Les interactions Cellulose-XG dépendent égalerdentype de cellulose considéré.
Les XG de pois comme ceux de tamarin présenterdffeh une meilleure affinité pour la
cellulose amorphe que pour la cellulose microdliseade type Avicel [Hayashet al. 1994a]
ou les linters de coton [Vinckeet al. 1995]. Dans le cas de fibres de papier [de Lima et
Buckeridge 2001], l'adsorption des XG est encorenare. Par ailleurs, I'adsorption de
XGOs sur la cellulose de papier filtre est plublaique sur la cellulose amorphe mais plus
importante que sur la cellulose microcristallinajfdshiet al. 1994a]. Toutes ces conclusions
sont en accord avec les travaux d’Hayashi [Hayaslail. 1987] qui relatent lalépendance
de I'adsorption a la surface spécifique de la cellaseet donc aux diameétres des fibres. Plus
ce dernier diminue, plus la surface spécifique aledllulose augmente et plus la capacité

d’adsorption de XG de pois sur ces différents tygesellulose est importante.
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Outre l'influence des caractéristiques des sutsstta nature des interactions a aussi
été étudiée. L'influence modérée du pH, pour ddewa comprises entre 2 et 7, sur les
interactions entre des fragments de XG (XXXG et X)let de la cellulose de papier filtre
[Valent et Albersheim 1974], mais également surimésractions entre le XG et la cellulose
de pois [Hayashet al. 1987], confirmd’existence de liaisons hydrogene entre les XG &t |
cellulose Par ailleurs, Stiernstedtt al. [Stiernstedtet al. 2006] ont montré qudes
interactions entre la cellulose et le xyloglucanenst irréversibles.

Enfin l'utilisation d’assemblages ternaires [Hayiast al. 1987] a permis de mettre en
evidencela spécificité et le caractére non compétitif desnieractions cellulose-XG La
présence d'arabinogalactanes, de pectines ditglgecanes non liés par des liaisdi$l,4)
n'affecte pas la capacité d’interactions des XG. &beurs, l'affinité des polysaccharides
constitués deB-1,4-glucanes autres que les XG [Mishireiaal. 1998] laisse supposer un

mécanisme d’interaction basé sur leur complémeétde structure.

Les étudesin vitro d’assemblages cellulose-XG ont donc permis d'dppodes
informations pertinentes sur la nature des interastcellulose-XG présentes au sein des
parois végétales, mais ces systemes sont parkmg aignés des complexes présents dans la
paroi des cellules végétales. Pour mieux prendreanpte les mécanismes d'interaction
présents lors de la biosynthése, une deuxiemediétadein vitro utilisant la synthése de

composites cellulose-XG a partir de bactéries aételoppée.

2.4.2.2 Composites Cellulose-XG

Dans la paroi des cellules végétales, les XG sopposés interagir avec la cellulose
au niveau de son site de biosynthese, apres a¢osyathétisés eux-méme dans I'appareil de
Golgi et transportés via des vésicules de sécréRan analogie a cette obtention du réseau
cellulose-XGin vivo, la préparation et I'analyse de composites partaje XG dans le milieu
de culture de bactéries synthétisant de la cekukbdait I'objet de plusieurs études. Par
rapport a la constitution d’assemblages décritegaémment, 'intérét de cette approche est
d’étre plus en adéquation avec ce qui peut se pmdians la plante, tout en connaissant
précisément la nature du polysaccharide utiliséntradement aux méthodes de
déconstruction séquentielle des réseaux existamts k& paroi. En revanche, la limitation de
ces systemes modeles est liée aux différences migitioms de biosynthése de la cellulose

dans la bactérie @t planta
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La quantité de XG incorporée lors de la productiercellulose en présence de XG de
tamarin (38 %, m/m) est de l'ordre de celle préselans le réseau cellulose-XG de la paroi
primaire. De méme, il semblerait qu’en présenceX@e la cellulose bactérienne ait une
organisation moléculaire comparable a celle deelhlose pariétale [Whitnegt al. 1995].
Les XG induisent une diminution de la cristallinidé la cellulose, en perturbant par leur
intercalation l'auto-association des chaines asigliestout en introduisant un ordre latéral
et le maintien de l'organisation spatiale des Bbde cellulose [Whitnegt al. 1995]. La
modification de I'organisation cristalline de ldlaese ainsi que la diminution de la taille des
fibres ont également été rapportées.

L'observation de ces composites par microscopeoatré que la proportion de XG
contenue dans les ponts reliant deux microfibrdissnettement plus faible que celle des XG
alignés avec la cellulose [Whitneyt al. 1995; Chanliaudet al. 2004]. Ce travail rapporte
également des résultats obtenus par analyse B®INH solide, montrant qu’une fraction
rigide de XG constituerait 80 % des XG adsorbési @amd a prouver que 80 % des XG sont
purement en interaction avec la cellulose ; cepgnmns ont aussi été déterminées par
extraction enzymatique a partir des composites fjitdnad et al. 2004]. La différence notoire
entre ces proportions et celles déterminées paaaidn sequentielle de la paroi primaire
pourrait étre due a la masse moléculaire des X@marin utilisés dans les composites, qui
est plus importante que celles des composés paxiéba a la plus grande accessibilité des
XG a I'enzyme [Chanliauét al.2004].

Enfin, I'étude de composites gluco-galactomannaetslose montre une diminution
du taux d’incorporation engendrée par une augmentatle la quantité de résidus
galactosyles. Ceci peut étre rapproché, toute ptigpogardée, de la diminution d’affinité des
XG pour la cellulose par augmentation du taux daajesylation, mentionnée précédemment
(cf paragraphe 2.4.2.1).

En complément des modéles biomimétiques étudiamtipalement I'influence de la
nature des XG et de la cellulose sur leurs intemast des analyses silico ont été effectuées
afin d’apporter des informations d’ordre conforroatiel et énergétique sur ces mécanismes

d’interaction.

2.4.2.3 Etudes in silico : des informations conformationnelle et énergétique
Des études par dynamique moléculaire sur des X$ei@gerent que, pour se lier a la

cellulose, les XG peuvent modifier leur conformatice vrillée » pour adopter une
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conformation en «ruban plat » [Lewt al. 1991] (Figure 14). Dans cette conformation,
toutes les chaines latérales sont disposées d'one m@té de I'axe glucosidique principal et la
surface du ruban est complémentaire de celle dellialose.

Conformation « vrillée » Conformation « ruban plat »

Figure 14 : Conformations « vrillée » et « ruban pt » des XG. La conformation « vrillée » serait céd des
XG en solution, qui serait ensuite modifiée en coafmation « ruban plat » lors des interactions aveda
cellulose.

Les différents résultats obtenus par modélisatimtéculaire concernant l'importance
du role, direct ou indirect, des chaines latérdéssxyloglucanes au niveau de ses interactions
avec la cellulose sont contradictoires. La présenee résidus fucosyles et donc
nécessairement de chaines latérales trisacchagglmété, dans un premier temps, démontrée
comme un facteur favorisant la conformation « rupkat » des XG et donc facilitant leurs
interactions avec la cellulose [Leey al. 1997]. Cependant des études plus récentes [Hanus e
Mazeau 2006] montrent par minimisation enthalpique les trois XGOs (XXXG, XXLG,
XXFG) interagissent avec la cellulose et que laacdp d’interaction est sensiblement
défavorisée par accroissement de la longueur deh&ine latérale, contrairement aux
conclusions précédentes. Par ailleurs, il semlblques I'orientation de la chaine principale du
XGO par rapport a la chaine de cellulose n'aitdda$luence, ce qui remettrait en question la
localisation des interactions au niveau des régitiuosyles.

Cependant, les hypothéses nécessaires a de édlildss excluent nécessairement
certains parameétres d’influence comme la présemcsotant ou 'existence d’entropie de

réaction.

L'utilisation de ces approches complémentaireseanis d'acquérir d’'importantes
connaissances sur la structure et les interactiangseau cellulose-XG présent dans la paroi
primaire des cellules végétales. Cependant ceréaipascts restent controversés, et notamment

l'influence des chaines latérales, tant au nivealedr nature que de leur répartition.
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2.5 Valorisation de la cellulose et des xyloglucane s comme matériaux

La production mondiale de ressources issues deidmasse a partir de plantes
terrestres est de 170 a 200 milliards de tonnest @d0% est composé de parois végétales.
Toutes ces ressources sont principalement utilipgeghomme sous forme de bois pour le
chauffage ou la construction, de pulpe dans l'itriligpapetiere et de matériau brut pour
'industrie textile. Plus récemment, de nouvellggplaeations ont été développées comme
I'élaboration de matériaux bio-composites ou ladpiion de bio-éthanol. Dans cette partie,

les principales utilisations des ressources vegetaint étre abordées.

2.5.1 Fabrication de la pate a papier

L’'application majeure des fibres de celluloseladabrication de la pate a papier. Le
papier peut étre décrit comme un réseau tridimengio de fibres enchevétrées. Les
interactions entre les fibres ont une influence Isarpropriétés mécaniques du papier et la
présence de liants est parfois nécessaire. Actoelle les dérivés d’amidon ou les
galactomannanes sont les principaux additifs @slisomme liant. lls permettent d’améliorer
les propriétés mécaniques du papier, en réduisafibdulation de la suspension de fibres
pendant le procédé d’élaboration des feuilles.

Des études ont été réalisées sur l'influence aiedt de XG dans la pulpe de papier
par Limaet al. [Lima et al. 2003]. Il a été montré que la présence de XG pedaeéliorer
les propriétés du papier qui devient plus lissgoelt la résistance a la traction augmente de 20
a 30%. Ceci peut étre expliqué par la formatiopalets entre les fibres de cellulose [McCann
et al. 1990; Whitneyet al. 1995; Fujinoet al. 2000] et donc une meilleure liaison des fibres.
De plus, Stiernstedit al.[Stiernstediet al. 2006] ont démontré que la présence de XG permet
une meilleure adhésion entre les fibres de cekudossi qu’une réduction de la friction entre
elles. Le xyloglucane interagit donc fortement alescfibres de pulpe de bois et améliore la
formation du papier ainsi que ses propriétés mécasi

2.5.2 Matériaux composites a base de cellulose et X G

Les matériaux composites renforcés par des fibgggtales sont apparus depuis une
vingtaine d’années et ont été déclinés sous digefeemes en fonction des matrices
synthétiques déja existantes et de la grande d&eals fibres naturelles associées. La qualité
de l'interface fibre/matrice est un facteur clé pbobtention de matériaux performants. Elle
est classiqguement gérée par modification chimiquewtface des fibres. Celle-ci repose sur
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I'utilisation de la réactivité des groupements loygdes de surface pour le greffage
d’oligoméres mono- ou poly-fonctionnels ou méme padymeres. D’autres voies ont été
utilisés telles que le dépbt de multicouches sur filwes de cellulose pour permettre une
meilleure adhésion avec la matrice [leh al. 2008]. Cet aspect sera décrit dans une partie
ultérieure.

Le XG peut également servir de vecteur pour inti@dde nouvelles fonctionnalités
chimiques a la cellulose [Zhaet al. 2007] et éventuellement synthétiser des matérmox
composites. Il est notamment possible de modifilimmuement des xylogluco-
oligosaccharides (XGO) par amination réductricegmeffage de molécules fluorescentes par
exemple. Les XGO modifiés sont ensuite incorporassdun XG de plus grande masse
molaire via des XETs. L’adsorption subséquente @urXodifié sur la cellulose confere une
fonctionnalisation de surface spécifique au materRar conséquent, si le XG est modifié
avec un initiateur de polymérisation, le greffagendpolymere synthétique comme le
poly(méthacrylate de méthyle) [Zhet al. 2005] est envisageable.
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Figure 15 : Groupes fonctionnels introduits sur ldfibre de cellulose via le XG modifié par les XETs[Hou
et al. 2007]

2.5.3 Les dérivés de cellulose

Les nombreux groupements hydroxyles de la cekbupmivent réagir partiellement ou
totalement avec différents réactifs chimiques mnner des dérivés cellulosiques possédant
des propriétés propres [Klemet al. 2005]. Il est nécessaire de casser les liaisodsohgne
pour rendre les groupements hydroxyles accessdilggermettre la synthese du dérivé de
cellulose. Un des moyens les plus classiques pgaryenir est la dissolution de la cellulose
dans une solution de soude concentrée (Figure 6&. forte proportion des —OH est

transformée en —ONa.
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NaOH & @
Cell—CH w Col—0O Na

Figure 16 : Transformation de la cellulose | en alali-cellulose par dissolution dans une solution deoude
concentrée.

Ce traitement est appelé mercerisation et I'aloallulose obtenue (Figure 17, Figure
18) permet la synthese des principaux dérivés telase : la cellulose régénérée, les esters
de cellulose et les éthers de cellulose.

cell-0—NQ,
cellulose nitrate

HNO,, ‘

H,S0,, H,0
8 NaOH OH o NaOH,
cell-O—C—S Na" ¢S, . % 80;  cell—-O— 8Q; Nd*
- O“_‘ —_—
cellulose xanthogenate HO OH cellulose sulfate
cell—OH
(R=CO)0 l
g
cell-0—-C—R

R = CH,: cellulose acetate (CA)
R = CH; und CH,—CH, : cellulose acetate propionate {CAF)

R = CHzund CH,—CH,—CHj: cellulose acetate butyrate (CAB}

Figure 17 : Dérivés de cellulose techniques typigadKlemm et al.2005].

2.5.3.1 La cellulose régénérée

L’alcali cellulose obtenue est soluble dans lefusal de carbone pour donner le
xanthate de cellulose. La cellulose est régénévés k| forme de films ou de fibres, par
neutralisation avec de I'acide sulfurique. Ce &naiént permet la fabrication de filaments
appelés viscose qui pourra étre utilisée dans baickion de tissus (rayonne), de films

(cellophane) ou d'éponges dites végétales.

2.5.3.2 Les esters de cellulose

L’'acétylation de la cellulose est obtenue partiéaae la cellulose avec I'anhydride
acétigue, catalysée par l'acide sulfurique. Cependaour obtenir des dérivés de degré de
substitution (DS) élevé, il convient d’opérer eégance d’'un diluant. L’acétylation peut étre
réalisée en phase homogene ou hétérogene etaygséatpar des acides minéraux (acides de

Lewis ou Bronsted). L'acétate de cellulose est rgsdement utilisé pur pour donner des
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fibres textiles de ténacité moyenne (jusqu’'a 60 MMais de grand confort (forte capacité
d’adsorption d’eau) et du meilleur aspect pourtiesus qui en sont constitués. A I'état de
solution, ce polymere artificiel est utilisé dafisdustrie du vernis. La production mondiale
annuelle d’acétates de cellulose de DS varié esod#re du million de tonnes. Des esters
mixtes peuvent étre obtenus par traitement d'uered¢ cellulose par un autre acide ou

anhydride.

2.5.3.3 Les éthers de cellulose
Les principaux éthers de cellulose sont les canmeéthylcelluloses (CMC), les
méthylcelluloses (MC) et les hydroxyalkylétherduekiques.

cell-0-CH,
methyl cellulose (MC)

NaQH,
HsCCl

NaOH, OH
— e} NaQH.
cell-0—CH,—CH,—CN oN . o CI-CHCO0 ™ Na* cell—O—CH,—COO Na*
-~ |- ~ _—
cyancethyl cellulose HO o carboxymethyl cellulose (CMC)
OH
Cell-0OH
NaCH,
Awa
m _

Ao
ceII—OJLCHE—CH—O CH,-CH-R

m-1
R

R
m

H  : hydroxysthyl cellulose (HEC)
CH; - hydroxypropyl cellulose (HPC)
1,2, 3.

Figure 18 : Exemples d’'éthers de cellulose commeatix.[Klemm et al. 2005]

Les CMC sont hydrophiles et totalement hydros@ul8les nombreuses applications
font appel a cette propriété ainsi qu'a sa capagzit®rmer des agrégats qui augmentent
considérablement la viscosité de ses solutions usgse(industries papetiere, cosmétique,
pharmaceutique, alimentaire,...).

Les méthylcelluloses (MC) sont obtenues par réactu chlorure de méthyle sur
I'alcali-cellulose et possédent des solubilitégéddénciées selon le DS obtenu. A partir d’'un
DS = 1,5, les MC sont solubles dans I'eau puis di@sssolvants organiques pour des DS plus
éleves.

Les hydroxyalkyléthers cellulosiques (hydroxyeth¢HEC) et hydroxypropyl
cellulose) sont plus (HEC) ou moins (HPC) soluldess I'eau selon la nature du groupe

alkyléne. Dans les deux cas cependant, il s’agjtaigmeéres fortement hydrophiles.
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2.5.4 Nanocristaux de cellulose
2.5.4.1 Préparation par hydrolyse acide

L’hydrolyse acide est un traitement chimique querrpet de transformer les
polysaccharides en glucose. Le mécanisme réactiderydrolyse acide de la cellulose est
schématisé sur la Figure 19. Trois étapes peutentitinguées. Dans un premier temps, le
proton de l'acide (catalyseur) interagit rapidementc I'oxygene de la liaisofi(1,4)-
glycosidique (I), formant un acide conjugué (Ilet@ étape est suivie par la scission de la
liaison C-O qui entraine une dépolymérisation dohhiau a un cation carbonium cyclique
intermédiaire (ll1).

La protonation peut aussi se produire sur 'oxyéu cycle (II') entrainant la
formation d’'un cation carbonium non cyclique (lII'Cependant, la protonation se fait
liaison g@lyidique qui
d’encombrement stérique que I'oxygene du cyclecaton carbonium, ion instable, libére

préférentiellement sur l'oxygene de la présente moins

ensuite un proton par hydratation et il se crésiaine nouvelle extrémité réductrice [Philipp
et al.1979].

EHZDH EHIDH HZDH
I
1
H
{
[H,0H OH CH0H CH;0H oH
OH 0 +H,0 OH  +H;0 o HO
A DH [\{ OH B OH ,...z_ OH \ct-u OH
HO H o~ “oH HO HO o7 oW
OH CH0H +UH OH CHZ0H
[ H 111
OH
HO
OH
1] OH

CH;0H

—e Hemin dominant

Figure 19 : Mécanisme d’hydrolyse acide de la cellose.

Ce procédé est également employé pour la dégoadaitnagée des microfibrilles de
cellulose qui permettent d’obtenir des nanocristandividuels et allongés, appelés
« whiskers ». L'attaque se réalise préférentielleinser les zones amorphes des microfibrilles
puisque les ions hydronium peuvent plus facilendifitiser dans ces zones et couper les
liaisons B-glucosidiques. Les zones cristallines sont alodividualisées, conduisant a une

suspension aqueuse.
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Influence du type d’acide utilisé

L'acide le plus souvent utilisé pour réaliser dealrolyses est I'acide sulfurique
(H2SOy) car il permet d’obtenir des suspensions coll@slatables [Revadt al. 1992; Dong
et al. 1996; Donget al. 1998; Ortset al. 1998]. Dans le cas d’hydrolyses réalisées avec de
'acide chlorhydrique, il a été observé que lespsasions obtenues sont généralement peu
stables et floculent rapidement.

En adaptant les conditions d’hydrolyse, Arakal.[Araki et al. 1998]ont montré que
des whiskers de cellulose obtenus pab® ou HCI ont en moyenne les mémes dimensions
mais avec une densité de charge différente. L’aeatpnductimétrique, qui permet le dosage
de la densité de charges, révele que I'hydrolyseHgd ne donne que des whiskers chargés
par une faible quantité de groupements carboxyeislés faibles). En revanche, I'hydrolyse
par HSO, introduit des groupements sulfates (acides forts) pius des groupements

carboxyles, et ce, en quantité beaucoup plus iraptat(Tableau 1) [Aralet al. 1998].

Pate de bois Quantité de groupements acides (mmaohkg
hydrolysée par : Groupements Groupements
acide fort acide faible
H,SO, 84 26
HCI 0 <18

Tableau 1 : Quantité de groupements acides forts éaibles sur des whiskers de cellulose de pate dei®
obtenus par hydrolyse par HSO,ou HCI [Araki et al. 1998].

C’est la présence des esters de sulfate qui galeastabilité des suspensions obtenues
par SO, En effet, ces groupements, chargés négativenmnbduisent des répulsions
électrostatiques entre les nanocristaux qui se odemt alors comme une suspension
colloidale. En revanche, lors de I'hydrolyse parlHE quantité de groupements carboxyles
introduite est trop faible pour éviter la flocutaiides nanocristaux. Néanmoins, Il est possible
de former des suspensions stables pour de faibteesf ioniques que I'on peut atteindre par
dialyse [Arakiet al. 1998]. Ainsi, la stabilité des suspensions est #ida densité de charge a
la surface des nanocristaux.

L'obtention d’'une suspension stable a partir dyydrolyse par HCI est possible en
réalisant une post-sulfatation. Cependant, le teugroupements sulfates reste plus faible que
celui obtenu lors d’une hydrolyse directe paEBy [Araki et al. 1999; Arakiet al.2000].

Il est également possible de préparer des nateexisle cellulose par hydrolyse par

HCI suivie d’'une oxydation par I'hypochlorite dedsam catalysée par le radical TEMPO
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(2,2,6,6-tétraméthylpipéridine-1-oxyle), pour irduire des groupements carboxyles a la

surface afin de faciliter la stabilisation danauli¢Arakiet al.2001; Montanaret al.2005].

Traitement par sonication

L'hydrolyse et la purification ne suffisent gérniénaent pas a obtenir des cristaux
indépendants. En effet, dans la nature, ces olgetsvent comprendre plusieurs unités
cristallines qui sont associées via des liaisordgdgene et/ou des forces de Van der Waals.
Ces unités peuvent parfois étre séparées par soni@n cassant ces liaisons faibles sans
rompre les liaisons covalentes qui forment lestawmis. Ce traitement permet d'améliorer la

dispersion et la stabilité des suspensions.

2.5.4.2 Influence de l'origine de la cellulose
Le degré de cristallinité de la cellulose dansdeganismes ainsi que les dimensions
des microfibrilles variant d’'une espéce a l'auttes nanocristaux de morphologies différentes
peuvent étre prépares [Elazzouzi-Hafragual. 2008] (Figure 20). Ainsi, les microfibrilles de
cellulose d’algues et de tuniciers sont trés dhises (80 a 95 %) et donnent des nanocristaux
de quelgues micrométres de long [Elazzouzi-Hafraeuial. 2008]. Au contraire, les
microfibrilles de bois ont une cristallinité plusitfle (60 a 70 %) et donnent des nanocristaux
plus courts, de quelques centaines de nanometeesndrphologie et les dimensions des
nanocristaux sont déterminées en utilisant :
- des techniques d'imagerie : microscopie éleaumia transmission (MET) ou
microscopie a force atomique (AFM),
- des techniques de diffusion : diffusion de rayohu de neutrons aux petits
angles.
La Figure 20 présente des images de microscopigtréhique a transmission de
différents types de nanocristaux obtenus aprésolyglr a I'acide sulfurique et illustre les

différentes morphologies de cristaux qui peuverg ébtenues.
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Figure 20: Images MET de nanocristaux de celluloseolorés négativement obtenus par hydrolyse a
I'acide sulfurique de coton (a), d’Avicel (b), et @ tunicier [Elazzouzi-Hafraoui et al.2008].

Le Tableau 2 rassemble les tailles mesurées descristaux issus de sources de
cellulose les plus couramment employées, en indiglaatechnique utilisée. Pour une méme
source de cellulose, les grandeurs géométriquesréessen utilisant différentes techniques
sont assez proches. Les méthodes de diffusionglgi®psont complémentaires des méthodes
d'imagerie (locales).

source L (nm) w (nm) technique
bacterial 100—1000  10—50 TEM
100—1000  5—10 x 30—50 TEM
cotton 100—150 5-10 TEM
70—-170 ~7 TEM
200—300 8 TEM
255 15 DDL
150—210 5-11 AFM
cotton linter  100—200 10—20 SEM-FEG
25-320 6—=70 TEM
300—500 15-30 AFM
MCC 35-265 3—48 TEM
250—270 23 TEM
~500 10 AFM
ramie 150—250 6—8§ TEM
50—150 5-10 TEM
sisal 100—500 3-5 TEM
150—280 3.5-65 TEM
tunicate 8.8 x 182 SANS
1160 16 DDL
500—1000 10 TEM
1000—3000  15—30 TEM
100—1000 15 TEM
1073 28 TEM
Valonia =1000 10-20 TEM
soft wood 100—200 3—4 TEM
100—150 4-5 AFM
hard wood 140—150 4-5 AFM

Tableau 2 : Dimensions de nanocristaux de cellulosde sources diverses : longueur L, section w et
technique utilisée pour la détermination des dimensns [Habibi et al.2010].

-31-



Chapitre |1 — Etude bibliographique

3 Les films multicouches nanostructurés

3.1 Principe général

La technique de dépbt « couche par couche » ou-baytayer (LbL) a été développée
par Decher [Decher 1997] dans les années 1990, chitalle ait déja été utilisée des les
années 1960, notamment par ller [ller 1966]. Cettbnique permet de créer des assemblages
a partir de difféerents composés, sans modificatioimique particuliere, qui donne acces a
des films multicouches possédant des fonctionsaditéborées. Ces films peuvent étre classés
en deux catégories en fonction de leur finalité :

- création d'interactions de surfacehaque objet interagit avec son environnement

via sa surface. Ainsi, toutes les propriétés quiedélent de cette interaction sont
dictées par la fonctionnalité de surface: par etemprotection contre la

corrosion, revétements anti-reflets [Podsia@io al. 2007], revétements anti-

statiques, propriétés d’adhésion, hydrophilie, biopatibilité, propriétés anti-

bactériennes, reconnaissance de molécules...

- fabrication de matériaux fins auto-supportés séquence de dépdbt de différents

matériaux définit une architecture multicouche eha des propriétés a I'objet.
Ceci mene a la création de nouvelles propriétégareopiques en contrélant au
mieux l'arrangement spatial a une dimension deofectionnalité dans les nano-
composites multi-matériaux (réacteurs membrane, ...).

La fabrication de films multicomposites par le g&dé LbL correspond a I'assemblage
nanoscopique de différents matériaux en utilisast tdchniques peu chéres et respectueuses
de I'environnement. L’épaisseur de ces films péng &ustée avec une précision de I'ordre de
I'’Angstrém (A) en fonction du nombre de couches@une épaisseur qui va de quelques A a
guelques centaines de nanometres. Les matéridisésitpeuvent étre de petites molécules
organiques ou des composés inorganiques, des maléautes synthétiques
(polyélectrolytes) ou biologiques (protéines, pabeharides, ADN), ainsi que des particules
colloidales (particules de latex, colloides méjakis).

Comme ce procédé implique uniquement l'adsorptien molécules a partir de
solutions, il N’y a en principe aucune restrictipar rapport a la taille du substrat et & sa
topologie. Les films multicouches ont donc été #sdsous plusieurs géomeétries.
L’adsorption peut étre realisée sur des surfacasegl mais aussi sur des particules pour
changer les propriétés de suspensions colloidSlaishprukovet al. 1998] ou les propriétés

de surface des particules [Lit al. 2008]. Cette technique permet d’élaborer des mands
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auto-supportées pour la filtration, des membramesagpsules qui peuvent étre utilisées pour
la libération contr6lée de principe actif [Toagal.2008] ou comme micro- ou hano-réacteurs
pour des synthéses chimiques [Gliaehl.2007].

3.1.1 Interactions mises en jeu

La tres grande majorité des films multicouches t stabriqués par le biais
d’interactions électrostatiques, puisque l'atti@ctiélectrostatique entre deux molécules de
charges opposées est l'interaction chimique quil@&smoins contraignante vis-a-vis de
'encombrement stérique.

Cependant, d’autres interactions ont égalemenu#iéées avec succés comme les
interactions par liaison hydrogéne [Stockton et mb1997; Sukhishvili et Granick 2002;
Kharlampievaet al.2008], par liaisons covalentes [Kohli et Blancha@®d0; Khutoryanskaya
et al. 2010], ou la formation de complexes par reconaaiss spécifique [Tangt al. 2006].

De maniere générale, il suffit d’avoir une interagtattractive entre deux especes réactives

pour les incorporer dans un film multicouche.

3.1.2 Les principales techniques d’élaboration des films

La Figure 21 décrit de maniéere simplifiée le cquade dépdbt du film sur un substrat
chargé positivement. Les étapes 1 et 3 correspodé&@udsorption respective d’'un polyanion
et d’'un polycation tandis que les étapes 2 et 4ésgmtent des étapes de rincage. Ces
derniéres permettent principalement d’éliminer heslécules peu ou pas adsorbées sur la
surface. La répétition de ces étapes d’adsorptiomdwit a la formation de structures
multicouches basiques de type (AsBavecn le nombre de cycles de dépbt. Il est ensuite
possible de former des structures hiérarchisées qumplexes qui permettent notamment la

génération de compartiments.
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Figure 21: A, B) Principe simplifi¢ du procédé dedépét LbL dans le cas d'un assemblage de
polyélectrolytes [Decher 1997]. C) Structures chimjues de deux polyions typiques: le poly(styréne
sulfonate) de sodium et le chlorhydrate de poly(allamine).

Il existe différentes techniques qui permettentréaliser des dépbts de couches
nanometriques par LbL. La premiere technique egligstle trempage (dipping ou dip-
coating) qui consiste a tremper le support dansdégions contenant les molécules d’intérét
(Figure 21). Cette méthode est relativement caymieaite puisqu’elle nécessite des phases
d’adsorption assez longues (vingt minutes en mogeen utilise de grandes quantités de
solution.

D’autres procédés sont ensuite apparus, aveodattion par Schlenoff [Schlencét
al. 2000] du dép6t de couches paulvérisation (spraying) de la solution contenant le
polymére, directement sur la surface du supportsdleant est évaporé en partie pendant la
pulvérisation, puis le reste s’évapore apres dépot.

Enfin, Honget al. [Cho et al. 2001; Leeet al. 2001] et Wanget al. [Chiarelli et al.
2001] ont été les premiers a utiliseeriduction centrifuge (spin-coating) pour la réalisation
de dépdts multicouches. Cette méthode consistepasde la solution de polymere sur le
support puis a faire tourner celui-ci. L’excédentldjuide est évacué par centrifugation lors
de la mise en rotation du support puis le solvéapore ne laissant que la matiere sur le

support (Figure 22).
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Figure 22 : Schéma représentant les processus majeumpliqués dans le spin-coating [Norrmanet al.
2005].

Ces deux techniques ont I'avantage de n'utilisex de faibles quantités de solutions
pour couvrir de larges surfaces. Néanmoins, darea$edu spin-coating, la réalisation des
films multicouches n’est pas uniquement due a Ogason moléculaire. D’autres
phénomenes physiques interviennent que nous aléerire plus en détail dans le paragraphe

suivant.

3.1.3 Particularités du spin-coating

Le spin-coating est une technique particulierenmptéressante puisqu’elle permet
d’appliquer un film hautement uniforme sur un stditgplan de grande surface (jusqu’a 30 cm
de diameétre) avec une épaisseur reproductiblertgifganent contrblée. Elle peut étre utilisée
a partir de solutions organiques, inorganiquesiele®mélanges organique/inorganique.

Le spin-coating est principalement utilisé pous deplications en microélectronique,
pour réaliser le design de circuits par photolitapiie sur des wafers de silicium semi-
conducteur. Il permet aussi, depuis les années, 2@06alisation de films multicouches
nanostructurés [Cheet al. 2001], comme cela a été mentionné précédemmerd. Le
paragraphes suivants vont aborder les mécanisnysggpks impliqués dans le processus de

spin-coating (Figure 22).

3.1.3.1 Principe

Lorsqu’un fluide visqueux est déposé sur un dislhoezontal en rotation, un film
liquide et uniforme est obtenu. Lors du dépdt,Ubssrat doit étre statique ou en rotation a
faible vitesse angulaire. Le disque est ensuitédempent accéléré a une vitesse angulaire
(vitesse de rotation) €levée. Les forces d’adhéaidimterface liquide/substrat et les forces
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centrifuges qui agissent sur le liquide en rotationduisent a I'expulsion du liquide qui cause
un écoulement radial au cours duquel I'excés detisol est éjecté du support. Ce processus
combiné a I'évaporation subséquente du liquidereagmuer la diminution de I'épaisseur du
film liquide restant. Dans le cas d’une solutionpdéymere, I'évaporation va faire augmenter
la concentration en polymere (et donc la viscositénterface liquide/vapeur. Un gradient de
concentration se forme donc a l'intérieur du fiiquide. Celui-ci va, apres I'évaporation de la

majeure partie du solvant restant, former un filmlymére uniforme pratiquement solide.

Le processus de spin-coating est extrémement ex@ptt implique de nombreux
mécanismes. Sa modélisation n’est donc pas trivietlale nombreuses approximations et
hypothéses ont été réalisées pour tenter de déerpeocessus [Emslet al. 1958; Acrivoset
al. 1960]. Emslieet al. [Emslie et al. 1958] sont les premiers a avoir décrit le fluxrd'u
liquide visqueux sur un disque en rotation. Legard ont fait plusieurs hypotheses :

- le fluide déposé a un comportement newtoniens{eéedire qu’il existe une

relation linéaire entre la contrainte de cisailleiet la vitesse de cisaillement) ;

- les forces de Coriolis, les gradients gravitatels ainsi que les variations
temporelles et spatiales de concentration, viseaditdiffusivité verticale ont été
négliges.

Malgré ces approximations, Emslet al. [Emslie et al. 1958] ont pu faire des
prédictions assez générales sur le modele d’écamert sur I'épaisseur des films obtenus.
lls montrent notamment qu'une couche d’épaisseuifoume peut étre obtenue
indépendamment du profil du liquide au début deotation. L'épaisseur diminue de maniére
continue avec le temps, tant que la solution s’lecbars du spin-coater.

Des études plus récentes [Meyerhofer 1978; Laverd888; Bornsidet al. 1991] ont
permis d’améliorer ces modeles puisqu’ils sont egilleur accord avec les observations
expérimentales. En effet, certains paramétres geglinitialement ont été pris en compte
comme I'évaporation du solvant et donc les phénas@hysiques qui en découlent (gradient

de concentration en polymere, variation de la \ggép.

3.1.3.2 Parametres d’influence sur I'épaisseur du film

La majeure partie du travail expérimental décahglla littérature consiste a déduire
des corrélations empiriques entre les parametigérexentaux et 'épaisseur de film. [Washo
1977; Jenekhe 1983]. Il est maintenant acquislguétesse angulaire, la viscosité de la

solution et sa concentration affectent de maniéragnificative I'épaisseur du film, tandis
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gue la quantité de solution déposée initialementlesulisque, la vitesse a laquelle elle est
déposée, l'histoire de l'accélération de rotativard I'accélération finale, et le temps de
rotation ont des effets limités voire nuls sur dé&seur.

Dans le cas d’une solution de polymere, la coma@noh de la solution est directement
reliée a la viscosité : celle-ci augmente (nondirgment) lorsque la concentration est plus
forte. La vitesse angulaire et la concentration leouiscosité) ont été corrélées a I'épaisseur
du film [Lawrence 1988; Bornsidet al. 1991]. La relation entre ces paramétres est

représentée schématiquement a la Figure 23.

Film thickness
0

C,>C,>C, G

Angular velocity

Figure 23 : Représentation schématique de la relatn entre I'épaisseur du film, la vitesse angulairet la
concentration (G,) dans le procédé de spin-coating. Les mémes retais s'appliquent également pour la
viscosité des solutions [Norrmaret al.2005].

La Figure 23 montre que I'épaisseur du film vaidumer pour les vitesses de rotation
les plus élevées et/ou pour les plus faibles cdratons. Cette corrélation a été largement
observée expérimentalement et, par conséquersdf fjénéralement accepté que la relation

mathématique empirique est de la forme suivante :

Equation 1 h = kyo*

ou h est I'épaisseur du filmp la vitesse angulaire, tandis gkget a sont des constantes
déterminées empiriquement. Ces constantes dépedédativers parametres, qui incluent les
propriétés physiques du polymere, le solvant aulestrat, les interactions polymere/solvant
et solution/substrat et également les propriétésldgiques du polymere. Il a été observé que
'exposanto reste du méme ordre pour différents systemes poigisolvant, et est établi a
une valeur proche de —0,5. La viscosité initialelalsolutiony, fait partie des paramétres

inclus dans la constanke L'Equation 1 peut étre développée en I'Equatian 2

Equation 2: N = kzﬂoﬂwa
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ouro est la viscosité initiale de la solutionfea une valeur typiquement comprise entre 0,29
et 0,39 dans le cas de solutions de polymere.

Spangleret al [Spangleret al. 1990] ont trouvé que les exposaniset f étaient
completement indépendants des systemes polymeéseisolétudiés. En revanche, le
coefficient de proportionnaliték, varie significativement. Il a été suggéré que des

informations sur les interactions polymere/solvauissent étre intégrées dans k

3.1.3.3 Cas des suspensions colloidales

Jusqu’a présent, les phénoménes physiques liésimgeaating ont été décrits dans le
cas de solutions de polyméres. Cependant, nousounsl la cellulose sous forme de
suspension colloidale, dont le comportement en-gpiiting n'est pas nécessairement le
méme que celui d'une solution de polymere. Rehgliggins [Rehg et Higgins 1992] ont
étudié le comportement de suspensions de billggobestyréene déposées sur un support par
spin-coating. lls ont montré des différences imgates entre le spin-coating de solutions de
polymeére et celui de suspensions colloidales.

Une premiere différence réside dans la relatioredatviscosité et la concentration de
la solution, qui semble jouer un réle encore plapartant dans le cas de spin-coating de
suspensions colloidales. En effet, pour les suspenhzolloidales, de faibles variations de
concentration conduisent a de grandes variationssdesite.

De plus, il existe des forces d’interactions desssuspensions colloidales qui vont
étre modifiées par des changements locaux de ctatien, de pH ou de température. Tous
ces parametres vont avoir une influence sur leogise de la solution ainsi que la porosité du
film. Les auteurs [Rehg et Higgins 1992] ont momjue la porosité des films obtenus a partir
de suspensions colloidales de polystyrene augnagetela force ionique.

Les interactions colloidales pourraient égalen@&re déterminantes dans la relation
entre I'épaisseur du film et la vitesse angulainesdbstrat : I'exposant qui est de 'ordre de
—0,5 va diminuer lorsqu’on augmente la force iopige la suspension.

La cellulose sous forme de suspension colloidaléja été utilisée pour la réalisation
de films multicouches. Les différents exemplesaléitiérature sont présentés dans la partie

suivante.
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3.2 Assemblages multicouches par liaisons hydrogéne

Comme nous l'avons souligné précédemment, lesestutiassemblages LbL ont
commence par la construction de films de polyébdgties commerciaux [Decher 1997]. Des
travaux ultérieurs ont montré qu’un certain nomtbeutres interactions non-électrostatiques
peuvent étre exploitées pour la construction deiocmuiches. En particulier, les assemblages
LbL non-électrostatiques les plus étudiés sonttroits a partir de liaisons hydrogéne (H) et
constituent un domaine de recherche relativemeentgStockton et Rubner 1997].

Ce type d’assemblages est rendu possible carmbreax polyméres contiennent des
groupements qui peuvent agir comme donneur ou tmaeges liaisons H. Par exemple, le
poly(oxyde d’éthyléne) (POE) possede des atomesydéne qui peuvent étre des accepteurs
de liaisons H ou encore le poly(N-isopropyl acryiden (PNIPAM) peut étre a la fois
donneur (amide) et accepteur (carbonyle). Des pmlga comme le poly(acide acrylique)
(PAA) ou le poly(acide méthacrylique) (PMAA) peuvetgalement étre utilisés sous leur
forme neutre comme donneurs de liaisons H. Unecdeditions pour I'élaboration de films
multicouches a base de liaisons H réside donc ldaswgpression de toute forme d’ionisation.
Difféerents parametres interviennent sur la consitvacdes films notamment sur I'épaisseur

des couches déposées [Kharlampietval. 2009].

3.2.1 Principaux paramétres influencant la construc  tion des films
3.2.1.1 Force des interactions et masse molaire

L'épaisseur d’'une bicouche d'un film construit giasison H dépend du nombre de
sites de liaisons entre les polymeres. Ceux-ci gétérminés par la force des interactions
inter-polymeres. Pour des polymeres neutres deuurgcomparable, les films présentent des
épaisseurs de bicouches plus élevées pour desnggstaiblement liés que pour des systemes
plus fortement liés [Kharlampiewat al. 2009]. En effet, lorsque les interactions sorlés,
les polymeres adoptent une conformation qui fagoles boucles et il en résulte des films
plus épais. Lorsque les interactions sont pluefores chaines de polyméres s’aplatissent et

résultent en des épaisseurs de bicouches plusgaibl

La masse molaire des polymeéres utilisés a un sifgtificatif sur la croissance des
films. Dans le cas du systeme poly(vinylpyrrolidgpely(aniline) (PVP/PAnNi), de plus
grandes quantités de matiére sont adsorbées lolsaquasse molaire de PVP est plus élevée.
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En revanche, lorsque la masse molaire est inf@&ieur25 kM, aucune croissance de
multicouches n’est observée [Stockton et Rubner]199

Néanmoins, cette influence est tres variable @ction de la force d'interaction du
systeme étudié. Par exemple, le systeme faiblefieROE/PAA a une épaisseur sept fois
plus importante lorsque la masse molaire du POBepds 1,5 a 20 kM [DeLongchamp et
Hammond 2004]. Pour un systeme présentant desadtiams plus fortes (PVP/PAA), la
masse molaire de PVP et /ou PAA a un effet sigatificur I'épaisseur du film uniquement si
celle-ci est inférieure a 40 kM. De méme, les eqmiss des bicouches de PVP/PMAA restent
similaires en variant la masse molaire de PVP da 2300 kM [Kharlampievat al. 2009].
L'indépendance de I'épaisseur des bicouches vis-@le la masse molaire est liée a la forte
densité des liaisons H intermoléculaires. Cellgduit un aplatissement des chaines qui est
cohérent avec les plus faibles valeurs d’épaispeur les systemes fortement liés par des

interactions hydrogéne.

3.2.1.2 Influence du pH
L'épaisseur des films LbL construits via des kais H dépend fortement du pH des
solutions, et ce quelles que soient les interastiun systéme (faibles ou fortes). Le pH peut
faire varier I'épaisseur du film de quelgues Angsts a des centaines de nanomeétres. Comme
dans le cas de la masse molaire, l'influence dwgpend des systemes utilisés. Dans le cas
des systémes PAni en alternance avec PVP, polj@atude) (PAAmM) ou de I'alcool
polyvinylique, la diminution du pH de la solutiofadsorption résulte en une augmentation de
la quantité de matiére incorporée dans le film. Obncas du POE, on observe l'inverse :
I'épaisseur du film augmente avec le pH [StocktbiRebner 1997]. L'origine de ces effets
n’est pas complétement élucidée, mais plusieursthgises ont été émises :
- des variations du niveau de dopage du PAni giluence le nombre de sites
disponibles pour la formation de liaisons H ;
- lionisation ou la protonation des groupes foootiels correspondant aux sites de
liaison ;
- l'affaiblissement de la force des liaisons H alaeprésence des ions Opbur des
pH élevés.
Cependant, Stockton et Rubner [Stockton et Ruli®97] ont montré que la
formation de films multicouches a base de liaiddrest possible sur une large gamme de pH.

D’autres travaux [Sukhishvili et Granick 2002] aldmontré qu’il est possible, dans certains
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cas, de dégrader les multicouches liées par liaisbpour un pH donné. Il est donc possible

en modulant I'état d’ionisation de casser ou co&sy liaisons H.

3.2.2 Applications a I'élaboration de surfaces adap  tatives
Ce paragraphe décrit quelques applications tygiglee films construits a partir de
liaisons H et qui sont capables de répondre aionukts externe.

3.2.2.1 Films répondant au pH

Une des applications des assemblages par liaid@base de poly(acides acryliques)
est la dissolution contrélée a une valeur critigeepH (pH;i)) pour laquelle I'ionisation des
polyacides augmente. En effet, I'ionisation descfmms acides entraine I'effondrement du
réseau de liaisons H, stable a bas pH. La valeysHig du film dépend de la force des
interactions par liaisons H a l'intérieur du filCette caractéristique a été exploitée par
Sukhishvili et Granick [Sukhishvili et Granick 2JOpour I'élaboration de multicouches
dégradables a base de PAA ou PMAA en alternance R@& ou PVP. Lorsque I'ionisation
de PAA (ou PMAA) atteint un certain niveau, lesidans ne sont plus suffisantes pour
maintenir I'intégrité du film qui se désassemblpidament (Figure 24). Le pk varie en

fonction des systemes étudiés (Tableau 3).

Polymére 1 Polymeére 2 H
(donneur) (accepteur) PHleri
PMAA PVP 6,9
PMAA POE 4,6
PAA POE 3,6

Tableau 3 : Quelques exemples de pk pour différents systémes donneurs/accepteurs deaisons H
[Sukhishvili et Granick 2002].

Une telle gamme de R permet le réglage des propriétés de relachemefitnau
pour des valeurs de pH proches des conditions plogsgues. Ceci permet de contréler la
libération de composés fonctionnels pieges a fiaté des films dissolubles. Cette propriété
peut étre utilisée pour la libération de principgifaencapsulé via des variations de pH

semblables a celles qui existent entre I'estomdmedstin.
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Figure 24 : Images AFM de capsules composées de (@¥?MAA), a pH 2 (A) et a pH 6,2 (B). La barre
d’échelle correspond a une longueur de 3,2 pm [Kh&mpieva et al.2009].

Il est possible de stabiliser ces films vis-aeés variations de pH en introduisant des
liants entre les couches adjacentes. Il existaquits techniques pour stabiliser de tels films
[Quinn et al.2007; Kharlampievat al.2009] :

- La réalisation de films faisant intervenir a ¢asfdes liaisons H et des interactions

électrostatiques.

- L’introduction d’ions multivalents [Quinet al.2007].

- Laréticulation chimique, thermique ou par irgn UV.

En améliorant la stabilité de ces films vis-a-glis pH, il est possible d’obtenir des
films ou des capsules présentant des variatiortailiee réversible en réponse a des variations

de pH. Ce type de films peut étre obtenu a pasdiP¥P et de polyacides. A faible pH,

l'ionisation du polyacide va diminuer, ce qui intlun dégonflement du film.

3.2.2.2 Films répondant a la température

Les films multicouches a base de liaisons H peuyeésenter des propriétés qui
varient en fonction de la température. En effet ldes avantages de I'utilisation des liaisons
H pour la construction de films multicouches espéssibilité d’incorporer des polyméres
thermosensibles comme le PNIPAM. Ce polymere dabkodans I'eau a basse température,
mais insoluble au-dessus d'une température critijoe critical solution temperature :
LCST) vers 32°C. A cette température, le polymeigtsune transition de phase réversible en
expulsant des molécules d’eau solvatant initialdmles monomeéres. Des films auto-
supportés contenant ces polymeres en alternancdeaiAAA présentent des séparations de
microphases induites par un changement de tempeératinsi pour des températures proches
de la LCST, les chaines de polymeéres vont se glientrainer des changements de structure
dans les membranes, celles-ci pouvant devenir e Récemment, Swistaet al.
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[Swiston et al. 2008] ont démontré que des multicouches PNIPAM/RMpgeuvent étre
utilisées pour la libération de principes actif€ldachée par la température, et ce, dans les

conditions physiologiques.

3.2.2.3 Capteurs d’humidité

L'utilisation potentielle de films LbL a liaisortd comme capteur d’humidité est basée
sur de larges variations d’hydratation du film e¥panse aux changements d’humidité
ambiante. Il a été montré que des films PVP/PAAtieonent seulement 4% d’eau. En
alternant des étapes de chauffage et d’humidifinatvanget al. [Yang et al. 2006] ont
constaté un gonflement réversible du film par leation de franges d’interférences. Des
changements réversibles de I'épaisseur optiqupais&eur optique correspond a l'indice de
réfraction du film fois I'épaisseur géometrique film (n;d)) ont été observés entre le film
déshydraté a 80°C et aprés avoir été incubé a 266€ une humidité relative variant de 30%
a 75%. Une relation linéaire a pu étre établieechépaisseur optique des films PVP/PAA et
’humidité ambiante. Une augmentation de 10% dpdigseur optique du film (PVP/PAA)

est mesurée lorsque 'humidité augmente de 509%6@.25

3.3 Films multicouches a base de cellulose

3.3.1 Construction via des interactions électrostat iques

La cellulose a déja été utilisée sous forme dearoa nanocristaux pour la réalisation
de films multicouches. Dans la majorité des cascdlulose utilisée a été dispersée en
solution aqueuse par hydrolyse a partir d’acidéusgue. Les cristaux obtenus possédent
donc a leur surface des groupements négatifs quigoe étre associés a un polycation pour
construire des multicouches via des interactiopstélstatiques. Les principales sources de
cellulose utilisées sont le coton (sous forme neti[Jearet al.2008] ou issu de papier filtre
sous forme poudre [Podsiaddb al. 2005; Cranston et Gray 2006; Cranston et Gray 208
pulpe de bois [Wagberet al. 2008; Aulinet al. 2010; de Mesquitat al. 2010] et le tunicier
[Podsiadloet al.2007].

Les polycations utilisés sont pour la plupart bgtiques (Figure 25) : chlorate de
poly(diallyldiméthylammonium) (PDDA) [Podsiadlet al. 2005; Wagberget al. 2008],
chlorhydrate de poly(allylamine) (PAH) [Cranston @tay 2006; Podsiadl@t al. 2007;
Cranston et Gray 2008; Jeahal. 2008] ou le poly(éthylene imine) (PEI) [Podsiaéibal.
2007; Wagberget al. 2008; Aulinet al. 2010] ; néanmoins quelques travaux font référeénce
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des films multicouches incorporant un polycaticsuisle la biomasse, le chitosane [Podsiadlo
et al.2007; de Mesquitat al.2010].

CI-
I‘l* * n
N * HCl
H3C/ \CH3 NH,
Chlorate de poly(diallyldiméthylammonium) = PDDA Chlorhydrate de poly(allylamine) = PAH

Poly(éthyléneimine) = PEI

H

Ry
H NH
WLC’/

0o

R = H ou COCH;

Chitosane

Figure 25: Formules chimiques des polycations leplus utilisés pour la construction de films
multicouches.

Podsiadloet al [Podsiadloet al. 2005] sont les premiers a avoir réaliser des films
multicouches C/PDDA par la méthode du dipping. t@issance des films est de I'ordre de
11 nm d’épaisseur par bicouche déposée, ce quiob&irent par rapport a la section des
whiskers de coton (5 a 10 nm). Les croissancegta da microfibrilles de cellulose et de
différents types de polycations ont été étudiéesvpagberget al. [Wagberget al. 2008] :
celles-ci sont trés variables d’'un polycation affe : les épaisseurs obtenues pour le PAH, le
PDDA et le poly(éthylene imine) (PEI) pour 10 bicbhes déposées sont respectivement de 20
nm, 50 nm et 180 nm. Par ailleurs, la présenceodeefionique (NaCl) dans le cas de
multicouches cellulose/PAH a un effet sur la cram® des films: 10 bicouches ont une
épaisseur de 140 nm environ en présence de 0,1 Ma@# et atteignent 250 nm a 0,5 M
NaCl. Les auteurs expliquent que ces différences B&es a la structure tridimensionnelle

des polyélectrolytes. En effet, en écrantant unetigpades charges, la structure
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tridimensionnelle du polyélectrolyte peut passamé’ conformation de batonnet rigide a la
formation d’'une pelote statistique. Cette confororatest volumineuse et permet d’obtenir
des films plus épais.

La structure de films C/PAH a été étudiée par Jefaal [Jeanet al. 2008] par
réflectivité de neutrons. Chaque couche de celulesrait composée de deux couches de
différentes densités : 50% pour la couche inféderir25% pour la couche supérieure. Il en
résulte une couche globale de 15 nm d’épaisselguvgui semble tres élevée par rapport
aux résultats de Wagbesg al [Wagberget al. 2008] (2 nm par bicouche). Cependant, les
conditions opératoires des deux études sont retatwt différentes. En effet, la cellulose
utilisée par Wagbergt al [Wagberget al. 2008] est issue de coniferes et dispersée par
homogénéisation haute pression, tandis que éeaal. [Jeanet al. 2008] utilisent de la
cellulose de linters de coton qui est ensuite Hydé® par traitement acide. Les longueurs des
cristaux de cellulose doivent donc étre respectergnde I'ordre du micrometre et de la
centaine de nanometres. Par ailleurs, les contemsades suspensions de cellulose sont
également différentes : environ 2% en masse powbéfg contre plus de 5% en masse pour
Jean. La quantité de cellulose déposée par Jeamlaui étre plus élevée que Wagberg, ce

gui conduit a des croissances différentes.

Les travaux décrits préecédemment font uniquenéfatence a des films multicouches
construits par dipping. Cranston et Gray [CrangtibGray 2006] ont comparé la morphologie
de films multicouches de cellulose de coton et A&l Ronstruits par dipping ou par spin-
coating. Les résultats de cette étude révelentlgsidilms obtenus par dipping, bien que
relativement lisse (rugosité inférieure a 10 nnm, ne rugosité croissante avec le nombre de
couches déposeées (jusqu'a 9 nm pour 25 bicouclhmEsséés). Dans le cas des constructions
par spin-coating, les films ont une rugosité plaible de I'ordre de 4,5 nm quel que soit le
nombre de couches déposées. Ce comportement atédéjhservé par Chet al [Choet al.
2001] sur des films multicouches de polyélectrdyBAH/PSS et polyélectrolyte/particules
inorganiques PAH/CdS (Figure 26). Par ailleurs, fiktms obtenus par spin-coating sont
nettement plus épais que ceux obtenus par dippleg :épaisseurs par bicouches sont
respectivement de 2 nm et 16 nm pour les filmsané&ppar dipping et spin-coating. En effet,
le spin-coating permet un recouvrement uniforme sipport et la formation d'une
monocouche complete, tandis qu’en dipping, poumé&me concentration, seules quelques

particules colloidales iront s’adsorber sur le supp
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Figure 26 : Schéma de la structure interne obtenugour des films (PAH/CdS), préparés par dipping et
spin-coating.[Choet al.2001]

3.3.2 Constructions via les interactions spécifique s cellulose/XG

Il a été rappelé dans les paragraphes précédetitexjste des interactions fortes et
spécifiqgues entre la cellulose et le XG. Il peunddtre envisagé de créer des films
multicouches entierement composés de ressourcesveables a partir de nanocristaux de
cellulose et de XG. Jusqu’a présent, seul Jdaal [Jeanet al. 2009] ont étudié des films
multicouches a base de cellulose et de XG. Ces fint été réalisés par dipping a partir des
suspensions de cellulose trés concentrées (justiwaen masse). Les films obtenus sont
particulierement lisses (rugosité de l'ordre de M) ret les épaisseurs de bicouches sont
comprises entre 7 et 8 nm, ce qui correspond arfadtion d’'une mono-couche de whiskers
sur laquelle se dépose une fine couche de XG.

3.3.3 Obtention de films nanométriques colorés

Les films multicouches qui viennent d’étre prégsnint une épaisseur comprise entre
guelques dizaines et quelques centaines de naresn&e tels dépbts peuvent avoir des
propriétés de réflexion remarquables et notammiappérition de couleurs peut étre observée
(exemple : bulle de savon ou film mince d’huilela formation de couleurs a déja été
constatée lors de la construction de films multat@ms composés de nanocristaux de cellulose
[Cranston et Gray 2006; Wagbeeg al. 2008]. Celle-ci est liée a la différence d’indide
réfraction entre le dépdt, I'air et le support gst a I'origine d’'un phénomene d’interférence
entre les deux rayons lumineux réfléchis par laelatdne partie du rayon incident de
longueur d’ondé\ est réfléchie a la premiere interface air-film ,(#gndis que l'autre partie
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du rayon est réfléchie sur la deuxieme interfaoe-§ilicium (B). Les rayons réfléchis vont se

superposer et interagir sous forme d’interféretoasneuses (voir figure ci dessous).

T mw+o

Silicium (ng;=3,48) B

Figure 27: Schéma représentant le phénomeéene d'intErence lié au dépét d'un film sur une surface
réfléchissante.

Le second rayon parcourt une distance plus imptatgue le premier rayon car il

effectue un aller-retour (différence de marche)sdarfilm. Ceci produit un déphasage par

rapport au premier rayon qui estg = %5 + 7. Ce déphasage dépend de la différence de

marches entre les deux rayons, dont le calcul est présa+téssous :

0 = ny(AB+BC) — ny( AD)

or AB = BC= et AD = 2dtan@,)sin(®o)

d
cos(@)

J= nl(coic(i&)) — 2dtan@,)sin(@o) no

en utilisant la loi de Snell-Descart@s,sin@) = n1 sin(1), o devient :

0= nl(cog%&)) — 2dtan@,)sin(@1) m

5=2m d(l—sin?(&)j

cos@)
| 0 =2mdcosf,) |

Ainsi le déphasage est de = 4/1—’7 n;d cosfy) + «

En incidence normal&{ = 0), on obtient la relation généraldg =~ 4/1—’7 nd + 7z

Les interférences (Figure 28) sont :
- constructives si les deux ondes réfléchies samt phase c’est-a-dire si les ondes

atteignent leur maximum (ou leur minimum) au mémdreit et au méme moment,
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soit 49 = 2kr, k étant un entier (ordre d'interférence): les fremgorillantes
correspondent aux épaisseurs d tellesmgdes /4, 31/4, 5/4, ... ;
- destructives si elles sont empposition de phasesoit 4¢p = (2k+1)z. Les franges
sombres correspondent donc aux épaisseurs tebagsdie 0, 2, 44,...
L’intensité de I'onde résultante dépend a la faesla longueur d’onde de la lumiere et de

I'épaisseur optique du film.

R A e R ANA
NN U \

Interférence constructive (en phase)

NN
VARV AV

Interférence destructive (en opposition de phase)

Figure 28: Principe d’interférences entre deux ondglumineuses.

Les interférences ne sont visibles en lumieredblamgue si les films minces ont une
épaisseur inférieure a 1 um. L'épaisseur de ce fient étre mesurée par réflectométrie
optique si l'indice de réfraction du film est conriLa Figure 29 présente un exemple de
spectre de réflexion d'un dépot d’oxyde de silici8im, sur un support. Le spectre présente 3
maxima a 420, 510 et 660 nm qui sont le résulta idéerférences constructives. Ces
longueurs d’onde correspondent respectivement aubegrs bleue, bleu-vert et rouge et dont
la combinaison donne un rose. Parallelement, letspprésente 4 minima a 370, 450, 580 et
800 nm, longueurs d’onde pour lesquelles les iéterfces sont destructives.

Spectres de réflexion en incidence
quasi-normale :

Intensity (counts) - couche de SiO, de 620 nm. rose

4000 - substrat sans dépot, gris différentes épaisseurs de deépot
d’oxyde Si0;
3000 \N
2000 \
[ L% S ;\\ ;
1000 = i |
/Cf' ") \:‘:\\_ 93
e "t R TS bis
0
400 500 60D 700 800

Wavelength (nm)

Figure 29 : Exemple de spectre de réflexion obteren incidence quasi-normale sur un dép6t d’'oxyde SO
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Cette étude bibliographique a montré I'importadaeréseau cellulose-XG au sein de
la paroi végétale et la complexité des interactmungégissent leur assemblage. La spécificité
de ces interactions peut étre valorisée par lataaigon de flms multicouches et I'obtention
de surfaces fonctionnelles.

Nous allons donc étudier I'élaboration des filmsltmouches afin de réaliser des
films de cellulose et de XG homogénes et colorésbjectif a terme est la détection de

I'activité d’enzymes hydrolytiques par un changetrdancouleur.
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Chapitre Il

Elaboration des films multicouches
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De nombreux travaux ont montré que la celluloske etyloglucane interagissent de
maniére irréversible [Stiernstedt al. 2006; Aholaet al. 2008a] via des liaisons hydrogéne
[Valent et Albersheim 1974; Hayas#t al. 1987] et des interactions de van der Waals [Hanus
et Mazeau 2006]. L’existence de ces interactiong e mise a profit pour I'élaboration de
films multicouches nanométriques. Dans I'objecef fdrmer des films colorés, nous avons
étudié la construction de tels films composés deoaastaux de cellulose de coton et de
xyloglucane issu de graines de tamarin.

Ce chapitre présente I'étude de différents panasetui permettent ou non la
réalisation de films multicouches de cellulose-XG3nfluence de la méthode de dépbt et
I'effet de la concentration des solutions et destiaucture des briques élémentaires sur la
construction seront abordés dans cette partie.

1 Caractérisation des briques élémentaires

1.1 Caractérisation des nanocristaux de cellulose d e coton

Nous avons choisi le coton comme source de csBufmour la réalisation de films
multicouches modeéles de la paroi primaire. Bien Buéois soit la principale source de
cellulose, I'extraction de celle-ci est relativernatifficile et nécessite de nombreuses
purifications. La cellulose de coton est au congraieés pure [Meinert et Delmer 1977] et
donc plus facilement accessible. De plus, il exigaucoup d’exemples d’études réalisées a
partir de cellulose de coton [Domg al. 1998; Nishiyamaet al. 2003a; Montanaret al. 2005;
Beck-Candanedet al. 2006; Cranston et Gray 2006; Beck-Candanetdal. 2007; Cranston
et Gray 2008; Elazzouzi-Hafraoet al. 2008; Jearet al. 2008; Jearet al. 2009] ce qui nous
permettra de pouvoir comparer aisément nos travaux.

La cellulose est un matériau fibreux insoluble sdéivrau et ne peut donc pas étre
utilisée en I'état. Néanmoins, des suspensiondestale cellulose peuvent étre obtenues par
hydrolyse acide de la cellulose. Nous avons utitle8 nanocristaux de cellulose issus de
I'hydrolyse par acide sulfurique de cellulose déooo Par ailleurs, I'hydrolyse de la cellulose
par I'acide sulfurique introduit des charges awgdase qui ne semblent pas avoir d’influence
sur les interactions cellulose-XG [Jeatnal. 2009; Lopezt al.2010]. Nous avons vu dans le
chapitre précédent que les conditions opératoittegdblyse acide ont une influence sur la
morphologie finale des nanocristaux et sur leursdérde charge de surface. Par conséquent,
il est important de caractériser les nanocristaus gous avons obtenus en déterminant ces

parametres.
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1.1.1 Observation des nanocristaux par MET

La Figure 30 montre deux micrographies de nanaensde cellulose de coton colorés
négativement a l'acétate d'uranyle. Les nanocnstant une forme de batonnet dont la
longueur est estimée visuellement de 'ordre de 400 nm et la section de 5 & 10 nm
lorsqu’ils sont individualisés et jusqu’a 30 nm da@ cas d’agrégats.

CRLER |

Figure 30 : Micrographies MET de nanocristaux de ckulose de coton préparés par hydrolyse acide (50%
H,SO,) & 70°C.

La longueur d’environ 400 nanocristaux a été m@sux partir d’'une vingtaine de
clichés et en utilisant le logiciel Imagedttp://rsbweb.nih.gov/i)l L’histogramme de
distribution en longueur de la Figure 31 est obt@mpartir de ces mesures.

14II\\II\\ LI O I B

Fraction de nanocristaux (%)

0 100 200 300 400 500 600
Longueur (nm)

Figure 31 : Histogramme de distribution en longueurdes nanocristaux de cellulose, obtenu a partir de
mesure de longueurs sur des micrographies MET.

L’histogramme est étendu et les longueurs des anet@ux sont principalement

comprises entre 100 et 400 nm. A partir de ces éemril est possible d’extraire des valeurs

-54 -



Chapitre 1l — Elaboration des films multicouches

de longueurs pondérées. Ainsi, la longueur moyemeombre |, la longueur moyenne en
longueur L et lindice de polydispersité, lassocié sont déterminés selon les relations

suivantes :

_ 2nL . 2nL L
; L, =~—— : |, =+
"o2n ©o2nL "L,

Les nanocristaux de cellulose de coton ont resmawent des valeurs dg et L de
215 nm et 243 nm soit un indice de polydispersitd d 3. Ces valeurs sont proches, bien que
plus élevées, que celles de la littérature [Becke@aedoet al. 2005; Elazzouzi-Hafraowet
al. 2008; Elazzouzi-Hafraowat al. 2009] qui donne des longueurs respectivementatdrg
de 126 nm et 148 nmp(E1,17). Ces différences sont dues principalementaé que la
concentration en acide sulfurique est plus éle&8o(en volume) que celle que nous avons
choisie (50% en volume). Cependant, I'indice de/gispersité est faible et du méme ordre de
grandeur que ceux de la littérature [Elazzouzi-dfadii et al. 2008]. Les nanocristaux de
cellulose que nous avons obtenus sont donc retagime monodisperses. Nishiyarsé al.
[Nishiyamaet al. 2003a] ont montré que la cellulose issue de laggrésente des défauts
disposés régulierement : 4 a 5 résidus sont désonésaous les 150 nm. Il est probable que le
méme phénomene se produise pour les fibres de.cAtosi, la distribution réguliere des
zones désordonnées le long des microfibrilles inlduformation de nanocristaux de taille
homogene apres hydrolyse acide.

1.1.2 Détermination de la densité de charge de surf  ace des nanocristaux

Le degré de substitutiods des suspensions de nanocristaux de cellulose,lasoit
guantité de groupements sulfates par unité glucosst, déterminé par dosage
conductimétrique (Figure 32).

A partir de ces données, la quantité de chargesmpt de surface a été estimée. Le
degré de substitutiods est de 0,26% d’apres la relation donnée dans dpith VI. En
connaissant les dimensions (longueur et sectianndeocristaux et de la maille cristalline de
la cellulose, il est possible de calculer le nomtéeeglucoses de surface et donaldede
surface [Goussét al.2002]. Ces données permettent également de cal@ite d’un cristal,
pour finalement déterminer le nombre de chargespar

-B55 -



Chapitre 1l — Elaboration des films multicouches
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Figure 32 : Courbe de dosage conductimétrique d’'unsuspension de nanocristaux de cellulose de papier
coton Whatman par une solution de NaOH.

Ainsi, le taux de charges des nanocristaux estaldre de 0,04 e/nm?2 soit 350
charges par cristallite. Cette valeur est envir@ridls inférieure aux valeurs données dans la
littérature [Cranston et Gray 2006; Jesral. 2008]. Ceci est probablement lié a la différence
de concentration en acide utilisée pour I'hydroly&evol et al. 1994] ainsi qu’'a une
difféerence de rapport cellulose/acide. Malgré cettdeur faible, les suspensions de

nanocristaux de cellulose obtenues sont stables.

1.2 Caractérisation physico-chimique du XG

1.2.1 Détermination des masses molaires moyennes

Le XG que nous avons utilisé est issu de graimetatharin et a été purifié dans le
cadre de la thése de Virginie Silvestre (2004).nhlgse de la composition en oses a
également été réalisée et révéle que le XG esfumsylé et constitué d’'unitésgalactose,
D-xylose etD-glucose dans un rapport molaire donné a 1:2:3i €&cen accord avec les
données de la littérature [Gidley al. 1991] qui rapportent des ratios de I'ordre de 252,

3:2,8-3. Par alilleurs, le XG de tamarin est un X&réserve et possede donc, a priori, une

masse molaireMw élevée. Celle-ci a été déterminée par couplageBEPBALLS (Figure
33) et sa valeur est de I'ordre de 670 000 g'haslec un indice de polydispersited 1,7. Le
couplage de la HPSEC avec des mesures viscosimgdrg permis d’estimer leur rayon de
giration de 51 + 4 nm. Ces valeurs sont semblableslles déterminées par Freittsal.
[Freitaset al.2005].
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Figure 33 : Distribution de la masse molaire moyermmdu XG en fonction du volume d’élution.

1.2.2 Régimes de concentration du XG

De maniere générale, une solution diluée de palgrest constituée de chaines isolées
dans un solvant. En augmentant progressivemerdnieeatration de polymere, il existe une
concentration critique a partir de laquelle intentile recouvrement (ou enchevétrement) des
chaines macromoléculaires [Graessley 1980]. Cdtem@trement influence la viscosité de la
solution [Graessley 1980] et peut avoir un impagt Badsorption des polymeres. La
détermination des régimes de concentrations est imlgportante pour déterminer son impact
sur I'élaboration de films multicouches.

Par conséquent, nous avons évalué les concensdimoites des différents régimes en
déterminant la viscosité de solutions & 20°C pasrabncentrations comprises entre 0,1'g.L
et 10 g.I. Pour cela, nous avons représenté le logarithma discosité spécifique logy,)
en fonction du logarithme de la concentration réigig(Ch]) (Figure 34).

15 -1 05 0.4 1 15

0
lag(Cml)

Figure 34 : Représentation du logarithme de la visisité spécifique logfsp) en fonction du logarithme de la
concentration réduite log(Cp]).
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La tendance de la courbe est similaire a celle dégervée pour le XG par Gidley
al. [Gidley et al. 1991] et Reret al.[Renet al.2004] ainsi que pour d’autres polysaccharides
[Renet al. 2003]. La courbe révele deux ruptures de pentesopuii chacune caractéristiques
d’une transition de régime. La premiere pente né pas étre déterminée avec précision car
le nombre de points est insuffisant. En revanchédglixieme pente a été calculée et vaut 1,21
ce qui correspond au régime semi-dilué. Par comségla premiére rupture représentée par
C* correspond a la limite entre le régime diluéleetégime semi-dilué non-enchevétré. La
valeur de C* est comprise entre 0,2 et 0,3'glla derniére pente a été calculée & une valeur
de 3,26 qui est caractéristique du régime seméddachevétré. Ainsi, la deuxieme rupture
correspond a la transition entre le régime seniédilon-enchevétré et le régime semi-dilué
enchevétré. La concentration C** associée est @e gdl*. Bien que les valeurs des
concentrations critiques ne soient pas strictentamtiques, I'allure observée est comparable
a celle décrite par Gidlegt al. [Gidley et al. 1991] pour le xyloglucane issu de graines de
tamarin.

Afin d’évaluer l'effet de la concentration en XG rsliorganisation des films
multicouches, nous avons choisi 4 concentrations rgprésentent les deux domaines
d’enchevétrements des chaines macromoléculaires :

- 0,5g.L* proche de C*;

- 1 g.L* correspondant au régime semi-dilué (C* < C < G*)

- 59.L* proche de C** ;

- 10 g.L* appartenant au régime semi-dilué enchevétré (C*»

1.3 Cinétique d’adsorption du XG sur une couche de nanocristaux de
cellulose

Le régime de concentration du XG pourrait avoir umiiuence sur sa maniere de
s’adsorber sur la cellulose. L'adsorption des XGlaicellulose a été tres étudiée [Hayashi
al. 1987; Hayashet al. 1994b; Vinckenret al. 1995; Aholaet al. 2008a] et est connue pour
étre un processus quasi-infini avec des réarrangsnperpétuels. Une cinétique d’adsorption
aussi longue est incompatible avec la réalisatmfilchs multicouches. Il est donc important
d’évaluer cette cinétique pour déterminer le terdjgglsorption a utiliser en pratique pour

I'’élaboration des films multicouches.

- 58 -



Chapitre 1l — Elaboration des films multicouches

La cinétique d’adsorption a été suivie par mictabee a cristal de quartz (RQCM de
Maxtek) dont le principe est exposé au chapitreUfie couche de nanocristaux de cellulose
(1 g.L'") est déposée sur la surface du quartz par spiimgode quartz est ensuite installé
dans la cellule de mesure puis immergé dans I'éaniée thermostatée. En milieu aqueux,
les nanocristaux de cellulose vont adsorber degcutds d’eau et ce phénomene va avoir un
impact sur le signal de fréquence. Il est nécesshattendre que la surface soit a I'équilibre
dans le solvant avant de commencer la mesure. tlagjlie le ligne de base est stable, la
surface de cellulose est mise en contact aveduéic@ode XG puis le signal en fréquentie
est enregistré en continu. L’adsorption a été aéaypour les quatre concentrations de XG
choisies initialement (0,5 ; 1 ; 5 et 10 g)L

La Figure 35 représente la variation de fréque@® en fonction du temps. La
diminution en fréquence observée est d’autant iphp®rtante que la concentration de XG est
élevée. En premiere approximation, cette diminufpmut étre due a la quantité de XG
adsorbé a la surface sur quartz. Selon le régimmdeentration du XG (et donc du niveau
d’enchevétrement des chaines), des chaines ismliégss agrégats plus ou moins importants
peuvent se déposer sur la surface. Ainsi, les gaarte matiere déposée doivent augmenter
avec la concentration de XG. Cependaff, n’est pas seulement reliée a la quantité de
matiére adsorbée sur le quartz mais aussi a leositéc de la solution. N'ayant pas
d’informations sur le facteur de dissipation avwedtype d’instrument utilisé, il est difficile de
dissocier la contribution de la quantité de mateffectivement adsorbée sur le quartz de la

contribution de la viscosité de la solution.
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Figure 35 : Cinétique d’adsorption du XG sur une mmocouche de nanocristaux de cellulose suivie par
QCM pour 4 concentrations de XG : 0,5 g/L ;1 g/l 5 g/L et 10 g/L. (T =21°C)
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AF diminue fortement pendant les cing premieres memupour les quatre
concentrations de XG, puis diminue plus doucemans stteindre de plateau au bout de 24
heures. Ceci pourrait étre di a un réarrangemeamgrent des chaines de XG entre la
surface de cellulose et le milieu aqueux et I'éqeel ne serait donc jamais atteint. Un tel
comportement a aussi été observé par Aletlal. [Ahola et al. 2008a] lors de I'étude de
'adsorption du XG sur de la cellulose nano-filmile par QCM-D et par résonance
plasmonique de surface. D’'un point de vue pratiguest impossible d’atteindre I'équilibre
total d’adsorption dans un temps compatible aveflaication de films multicouches. Par
conséquent, un temps d’adsorption minimum de 5 teguorrespondant a I'évolution la

plus importante du signal du XG, est choisi poékaboration des films multicouches C-XG.

1.4 Conclusion

Nous venons de caractériser des nanocristaux|déose de coton et du XG issu de
graines de tamarin, composés qui vont étre utijimds I'élaboration de films multicouches.
Leurs propriétés en solution et la caractérisatiereurs interactions sont donc des critéeres
importants.

Les nanocristaux de cellulose utilises ont ungleor moyenne de 243 nm € 1,13)
et une section comprise entre 5 et 30 nm. La qudaréi charges de surface a été déterminée a
0,04 e/nm.

Le XG posséde une masse molaire moyenne de I'0&l&70000 g.mdl et un indice
de polydispersité de 1,7. Les concentrations o) qui caractérisent les régimes de
concentration d’'un polymére, sont de I'ordre de50g2L™ pour C* (limite entre le régime
dilué et le régime semi-dilué non-enchevétré) et @eg.L.* pour C** (limite entre le régime
semi-dilué non-enchevétré et le régime semi-dihehevétre).

Enfin, 'analyse des interactions de ces deux as@p a permis de déterminer qu’un
temps d’adsorption de 5 minutes minimum est néaesgmour la réalisation des films

multicouches.
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2 Etude de la croissance des films

2.1 Stratégies retenues pour la construction des fi Ims.

L'objectif de ce chapitre est de déterminer leadittons opératoires qui permettent
d’obtenir des films de C-XG d’épaisseur telle quepparition de couleurs puisse étre
observée. Ces films permettront la détection di/gétienzymatique par modification de
I'épaisseur de la couche, et donc variation deeaoulAu-dela de I'obtention de ces films,
cette étude nous permettra également d’obteniedesents de compréhension des regles de
construction d’assemblages constitués de cellubbsge xyloglucane. Ces éléments seront
discutés également par rapport a la constructida gdaroi végétale.

Nous avons choisi deux méthodes d’élaboratiorfithes multicouches nanométriques
par I'intermédiaire de deux stratégies (Figure:36)

- La premiere stratégie est analogue a la méthedeagler-by-Layer (LbL) proposé
par Decheet al. [Decher 1997] puisqu’elle consiste a déposer radtarement des
polyméres pouvant établir des interactions entrse €ontrairement a la majorité
des travaux de la littérature, les interactionsesiien jeu ici sont a la fois de type
hydrogene et Van der Waals, ce qui constitue enrsioriginalité. Cette méthode
conduira donc dans l'idéal a des films présentastauches alternées de chaque
constituant. Nous utiliserons a la fois les métisodie dépots par trempage et spin-
coating. Dans chaque cas, nous évaluerons 'effaliffierents parameétres sur la
construction tel que I'effet du ringage, de la camtcation du XG et de la cellulose.
Dans le cas du trempage, I'influence du séchageéglement évaluée.

- La seconde méthode utilisée est plus atypiqgue.sdppuie sur la particularité des
nanocristaux de cellulose qui peuvent d'une patblétdes interactions hydrogene
et Van der Waals avec le xyloglucane et d’autrd pderagir par des liaisons
électrostatiques avec des polycations. Nous dépasepar spin-coating un
mélange des deux biopolyméres C/XG qui pourra forloes du séchage une
couche stable. Sur cette couche pourra alors é&posgée une couche d'un
polycation (PAH) qui interagira avec les chargestges par les nanocristaux.
Cette nouvelle couche servira alors de base autdBpde nouvelle couche de
mélange C/XG.
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Figure 36 : Schéma représentant les deux types denstructions étudiées : (C-XG) et (PAH-C/XG),.

En utilisant ces deux stratégies, nous souhagolasfois obtenir des films ayant des
épaisseurs permettant I'apparition de couleur(s)s négalement faire varier la structure

interne des films pour moduler et optimiser la dégtion enzymatique et donc sa détection.

2.2 Construction des films par trempage

Pour nommer de facon claire les différents échan$, nous avons établi la
nomenclature suivante : (X&'C,), avec X le premier composé déposé a la concentr@lio
(en g.L'Y), Y le deuxiéme composé déposé a la concentr&idien g.L'%) et n le nombre de
bicouches déposées. Ainsi un échantillon composé técouches de cellulose & 5 g.L
alterné avec du XG a 1 g'lsera noté (C5-XG1)

Parmi les différents procédés utilisés pour lesstractions LbL, le trempage ou
« dipping » est celui qui est le plus répandu. €etiethode, simple a mettre en ceuvre,
consiste a immerger un support successivement dans solutions de réactifs (dans la
plupart des cas, ce sont des polymeres) capabhgsrdgir. Des films multicouches ont déja
éte réalisés a partir de nanocristaux de cellukisde polycations [Podsiadlet al. 2005;
Cranston et Gray 2006; Podsia@ibal. 2007; Jearet al. 2008; Wagbergt al. 2008; Aulinet
al. 2010]. Dans la technique LbL, les différentes plad’adsorption des polyméres sont
séparées par des étapes de ringage afin d’éliresgoolymeres faiblement adsorbées. Ces
phases sont classiguement mises en ceuvre dans lesasystemes polyélectrolytes. Ces
systemes sont tres différents de celui étudié dansavail de part les interactions mises en
jeu. Par ailleurs, les nanocristaux de cellulosestituent des particules colloidales et, a ce
titre, ont des comportements différents des polgsiéDe plus, Shirat al. [Shim et al.2007]

ont montré qu’il est possible de s’affranchir ddapés de rincage tout en améliorant
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l'organisation latérale des films, notamment loesquelui-ci contient des particules
colloidales.

Nous nous sommes donc intéressés a linfluence éd@gses de rincage sur la
construction des films multicouches, puis nous iénaths I'influence d’étapes de séchage

intermédiaires du film, afin d’optimiser les filn&XG.

2.2.1 Influence du rincage et de la concentratione n XG

Afin d’évaluer I'effet du rincage et de la conaetion en XG sur la construction des
films multicouches, des échantillons composés decBuches ont été réalisés a partir de
solutions de XG a4 0,5, 1, 5 et 10 g.et de suspension de nanocristaux de cellulosg.&™1
Nous nous sommes placés dans les conditions aslid@ssiquement pour I'élaboration d’'un
film multicouche par dipping. Chaque étape d’adgsorpa donc été fixée a 10 minutes pour
les deux composeés. La réalisation de chaque étdbarge termine par un rincage dans I'eau
déionisée et séchage sous flux de. Rour les expériences qui incluent des étapes
intermédiaires de rincage, celles-ci sont réaliggsstrempages multiples dans des bains
d’eau déionisée. Les épaisseurs des échantilldrt®mesurées par profilométrie mécanique

et leurs valeurs sont répertoriées dans le Tallleau

Méthode

de préparation

Dipping sans rincage

Dipping avec ringcage

Extrapolation

Extrapolation

Cxc (g.L'l) Epaisseur (nm) Epaisseur par Epaisseur (nm) Epaisseur par
bicouche (nm) bicouche (nm)
0,5 Non mesurable Non mesurable Non mesurable Non mesurable
1 Non mesurable Non mesurable Non mesurable Non mesurable
5 9,4 1,2 11,8+1,0 1,5
10 106 £1,3 1,3 9,4+0,1 1,2

Tableau 4 : Epaisseurs des films obtenues apres t##pdt de 8 bicouches et épaisseurs par bicouche
associée pour les deux procédures de dipping et@ella concentration en XG (Gg). La concentration en
cellulose est fixée a 1 gt L'épaisseur par bicouche est extrapolée en divisal'épaisseur mesurée par 8.

Dans le cas des échantillons C1-XG0,5 et C1-X@&lis&s avec ou sans ringage, les
épaisseurs n'ont pas pu étre déeterminées par @radtrie mécanique. La résolution de
'appareil étant de 5 nm, les films, s’ils existesbnt plus fins que la limite de détection.
Lorsque la concentration en XG est plus élevépalsseur des échantillons est de I'ordre de
10 nm. Sachant que la section des nanocristauxeltiéose de coton est de I'ordre de 5 a4 8
nm et en considérant une couche de XG de 2 a 3inengpaisseur de l'ordre de 56 a 88 nm

est attendue pour un film composé de 8 bicouch$GCLes épaisseurs obtenues sont tres
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inférieures a ces valeurs et pourraient corresgoadiépaisseur d’'une bicouche de cellulose-
XG. Cependant, les films les plus épais ont étéralst a partir des solutions de XG en régime
concentré. Il est possible que ces films soienstitugs d’'une couche de XG dans lequel
guelques nanocristaux de cellulose sont présents.

Ces résultats semblent contradictoires avec cétenas par Jeaeat al[Jeanet al.
2009] qui obtiennent une épaisseur de 7 a 8 nmbpauche déposée. Bien que les
caractéristiques physico-chimiques de la celluktsdu XG utilisés puissent influencer leurs
interactions, la principale différence entre lesndibons opératoires réside dans la
concentration de cellulose employée. En effet, Jdaal. [Jeanet al. 2009] utilisent une
concentration de nanocristaux de cellulose de ok 70 g.%, bien plus élevée que celle
que nous avons choisie (1 )L Par ailleurs, la concentration de XG choisie jeanet al.
[Jeanet al. 2009]est de 1 git, ce qui correspond & un régime dilué (ou semiglilCes
conditions sont trés différentes de celles que avoss utilisées.

De plus, Cranstoat al.[Cranston et Gray 2006]ont obtenu une croissaimsasre (2
nm par bicouche) pour des films composés de nastaun de cellulose et de PAH réalisés
par dipping, observant le comportement déja d@enitChoet al. [Cho et al. 2001]. Ainsi, la
concentration en cellulose et plus particulierementapport de concentration C:XG doit
avoir un impact sur la réalisation des films multiches. Ce point sera abordé dans le
paragraphe 2.3.2.

Etant donné les résultats obtenus, les dépodtssééahe sont pas constitués de
monocouches alternées de C-XG. Nous ne pouvons mgisiconclure quant a l'influence de

I'étape de ringage avec cette procédure de dipping.

2.2.2 Influence du séchage
Le séchage intermédiaire des couches avant uneel®étape d’adsorption peut

avoir un effet sur la construction des films ennpettant un réarrangement structural dans le
cas des polyélectrolytes [Cochin et Laschewsky 1998ns le cas du systeme C-XG, le
réseau de liaisons hydrogene peut notamment é&tfercé par le phénomene d’hornification.

Il est donc possible que le séchage entraine tadiion d’interactions irréversibles au sein du
réseau nanocristaux de cellulose/xyloglucane. adreffement des chaines de polymeres lié au
séchage vient par la suite bloquer les interact@awvex les couches suivantes. L'effet du
séchage a été étudié sur I'échantillon C1-XG5 canssuivant le procédé de dipping avec

étape de ringcage entre chaque couche.
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Les mesures realisées par profilométrie mécaméuadent que sans étape de séchage,
il n'est pas possible de mesurer les épaisseursédkeantillons contenant moins de 8
bicouches. Dans ces conditions de concentratiomdthode de trempage avec ringcage et
séchage conduit a des épaisseurs de 11,8 nm (Tliable@es valeurs ne correspondent pas a
I'épaisseur attendue pour un film multicouche déi&uches C-XG. L’étape de séchage
n'améliore donc pas la croissance des films. Poémaire, Jearet al. [Jeanet al. 2009]
parviennent a obtenir des films pour lesquels chaojgouche mesure environ 8 nm en

utilisant des concentrations de nanocristaux fiexgeés.

2.2.3 Conclusion

Des dépots de nanocristaux de cellulose (T)get de XG ont été réalisés en dipping,
pour 4 concentrations de XG, couvrant deux régideesoncentrations (semi-dilué et semi-
dilué enchevétré). Les résultats obtenus montr@engégime dilué de XG, aucune épaisseur
n'a pu étre mesurée. Lorsque la concentration en esGplus forte (régime semi-dilué
enchevétré), une épaisseur de 10 nm est obtenueBmyeles de depbts. Cette épaisseur est
identigue avec ou sans ringage intermédiaire. likess fobtenus par dipping sont donc
beaucoup trop fins pour étre constitués de mondmsualternées de nanocristaux de
cellulose et de XG. Par conséquent, le dippingtmes approprié pour la construction des
films multicouches C-XG dans les conditions de ewriation que nous utilisons. Nous nous
sommes donc intéressés a une autre meéthode utips@e la realisation de films

multicouches : le spin-coating.

2.3 Construction des films par spin-coating

Le spin-coating est une autre méthode classique P@aboration de films fins a
partir de substances dissoutes ou dispersées atiorolCette technique est également
largement utilisée pour I'obtention de films finsulticouches [Cheet al. 2001; Leeet al.
2001; Leeet al.2003; Cranston et Gray 2006; Patehll. 2007; Cranston et Gray 2008; Kim
et al. 2008] et permet d'obtenir des films plus épais gae dipping [Choet al. 2001],
notamment dans le cas de films Cellulose-PAH [Gmangt Gray 2006]. Cette méthode
semble bien adaptée pour I'obtention des dépdG-H6& plus épais qu’en dipping.

Jusqu’a présent, il n'existe aucune étude danstté&xature sur la formation de
multicouches C-XG par spin-coating. Nous abordenbinfluence du rincage qui nous parait

étre un des parametres clés pour la constructignfites multicouches par spin-coating.
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Contrairement au dipping nous n’aborderons pafiu@mce du séchage, puisque l'utilisation

du procédé de spin-coating impligue par essensédeage de chaque dépot.

2.3.1 Influence de la concentration en XG etdurin  ¢cage
Des échantillons composés de 8 bicouches, équisadeceux réalisés en dipping, ont
été réalisés par spin-coating a 3600 rpm avec o8 étapes de ringage pour les quatre

concentrations de XG choisies. Le Tableau 5 répertes épaisseurs mesurées pour les 8

échantillons.
Méthode Spin-coating sans rincage Spin-coating avec rincage
de préparation

Extrapolation Extrapolation
Cys (g.Lh Epaisseur (nm) Epaisseur par Epaisseur (nm) Epaisseur par
bicouche (nm) bicouche (nm)

0,5 856+2,1 10,6 275+3,5 3,4

1 815+6,4 10,2 418+19 51

5 20,2+ 3,6 2,5 309+14 3,9

10 94,0+2,2 11,8 43,6 £ 14,3 53

Tableau 5 : Epaisseurs des films obtenus aprés lémbt de 8 bicouches et épaisseurs par bicouche asée
pour les deux procédures de spin-coating (3600 rpmgt selon la concentration en XG (&). La
concentration en cellulose est fixée a 1 g/L. L'émseur par bicouche est extrapolée en divisant I'@sseur
mesurée par 8.

Quelle que soit la concentration de xyloglucanéisae, les valeurs d’épaisseurs
obtenues par spin-coating avec rincage varieni(@e@ 44 nm). Elles sont de facon générale
inférieures a celles obtenues par spin-coating gagage (81 a 94 nm). Il existe cependant
une exception : I'échantillon (C1-XGba une épaisseur plus élevée avec la méthode e spi
coating avec rincage (30,9 nm) que sans rincag® (20). Les épaisseurs obtenues par spin
coating sans rincage pour les concentrations 0&, 10 g/L sont compatibles avec celles
attendues pour un film composé de 8 monocouchesmudecristaux de cellulose recouvertes
de XG. De plus, la concentration en XG ne sembegvair d’'influence (sauf dans le cas de
Cxc = 5 g.'Y) ; celle-ci sera étudiée dans le paragraphe suivan

Toutefois, les résultats obtenus sont surprenansgjue I'étape de rincage n'améliore
pas la construction des films et la rend mémediléfj contrairement & 'immense majorité
des travaux menés sur les films multicouches. Aérconfirmer ce résultat, la croissance des
échantillons C1-XG1 a été étudiée de 1 a 8 bica¢hmure 37) pour évaluer I'impact du
rincage en spin-coating. Il apparait que la croisgaest linéaire pour les constructions sans
rincage avec une pente de 8,8 nm. Dans le casctiastédlons réalisés avec rincage, I'allure

de la courbe est plus ambigué. En effet, elle seréaire avec une pente de 3,4 nm ce qui
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est une dimension inférieure a I'épaisseur de n#@taox, mais un plateau pourrait étre
atteint entre 6 et 8 bicouches déposées. De pghmisseur de la premiére bicouche est
identique avec ou sans étape de ringage. Ceci geaitdd a la présence de la couche
d’accroche composée de polycation (PLL) qui va teaiin la couche de cellulose a la surface
via des interactions électrostatiques. Toutef@sgdurbe de croissance de 1 a 8 bicouches
confirme bien les premiers résultats indiquant Egtape de ringage inhibe la croissance du
film alors que celle-ci est observée en I'abseriéages de ringage.

100 T T

®  sansringage
m avecringage }

T i

40 }§+ § .
QOH*:‘ |

Epaisseur (nm)

6 8 10

0 2 4
Nombre de bicouches

Figure 37 : Croissance des échantillons C1-XG1 papin-coating (3600 rpm) avec ou sans ringage.

Etant donné la diminution importante des épaissetisachant que les nanocristaux de
cellulose sont les principaux contributeurs a liépaur du film, on peut supposer que I'étape
de rincage élimine une partie des nanocristauxetlalase déposés et détruit ’homogénéité
de cette couche. Ce mécanisme sera discuté ulEment a I'occasion d'une partie
spécifiguement dédiée a cette question.

Afin d’aller plus loin dans I'étude de l'influencge la concentration de XG sur la
réalisation des films, nous avons utilisé la méthald spin-coating avec une vitesse de
rotation de 3600 rpm et sans étape de ringage. igard- 38 présente I'évolution des
épaisseurs des films entre 1 et 8 bicouches paud leoncentrations de XG choisies (la

concentration de cellulose étant fixée & 17y.L
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Figure 38 : Evolution de I'épaisseur des films C-XGen fonction du nombre de bicouches déposées. La
concentration de cellulose est fixée a 1 g'L4 concentrations de XG sont testées ¢} 0.5 g.L*; (m) 1 g.L’
L.(A)59.L": (¢)10 g.LY

Deux types de comportement peuvent étre obsereésgue la concentration en XG
est de 5 ou 10 g1, I'épaisseur atteint un plateau au bout de 2 icBubhes tandis qu’une
croissance linéaire est observée pour 0,5 et 1.d.&s valeurs plateau sont de 25 nm pour
Cxc = 5 g.L* et de 90 nm pour & = 10 g.l'*. Comme la concentration en cellulose est
identique dans les quatre cas, les différence®agartement sont liées a la concentration en
XG et donc au régime de concentration (Figure 3)sdequel on se situe. En effet, les
plateaux sont obtenus lorsque le XG est dans leadmmenchevétré, tandis que les
croissances linéaires sont observées lorsque leeXiGdans le régime semi-dilué. Ces
derniéres sont trés similaires pour les deux canagons de XG (0,5 et 1 g) avec des
pentes respectives de 9,6 nm et 8,8 nm pour 0;5ef.11 g.L*. Jearet al.[Jeanet al. 2009]
obtiennent le méme ordre de grandeur d’épaissaubipauche déposée comprise entre 7 et
8,3 nm en réalisant des films C-XG par dipping aviecage. Ce résultat peut paraitre
surprenant puisque nous avons souligné que lecgaiting permettait d’obtenir des films
multicouches plus épais que le dipping.

Cependant, Jeaet al. [Jeanet al. 2009] utilisent une suspension de cellulose tres
concentrée (70 g:1) et un rapport de concentration C:XG de 70:1.stl possible qu'a de
telles concentrations la surface du support sotiueerte d’'une monocouche de cellulose par
dipping. Celle-ci pourrait étre identique a celldbtemue par spin-coating avec une
concentration plus faible de cellulose.

Pour conclure, des films multicouches C-XG (€1 g.L'") de croissance linéaire ont
été obtenus par spin-coating sans ringcage uniguelomague le XG est dans le régime semi-

dilué. Cependant, une seule concentration de osluh été utilisée jusqu’a présent (€1
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g.L™). Nous avons donc voulu évaluer I'impact de laaemration de cellulose sur la

croissance des films.

2.3.2 Influence de la concentration en cellulose e  tdu ringage

Afin d’évaluer I'effet de la concentration de cedlse et le recouvrement de la surface,
nous avons étudié la croissance des films C-XG plewx concentrations de cellulose en
intégrant ou non des étapes de rincage. Le TalBeaeprésente les épaisseurs de films
mesurées apres le dépdt de 8 bicouches. A particette valeur, nous avons extrapolé

I'épaisseur par bicouche équivalente.

Méthode

de préparation Spin-coating sans ringage

Spin-coating avec rincage

Extrapolation Extrapolation
C(g.Lh Epaisseur (nm) Epaisseur par Epaisseur (nm) Epaisseur par
bicouche (nm) bicouche (nm)
1 79 9,8 38 4,8
5 141 17,6 138 17,3

Tableau 6 : Influence de la concentration en celloke sur la croissance des films C-XG réalisés papis-
coating (3600 rpm). La concentration de XG est fi@a 1 g.I%

L’augmentation de la concentration en cellulosgeax effets évidents. En premier
lieu, cette augmentation élimine I'effet du rincageisque dans les deux cas I'épaisseur
obtenue est identique. Au contraire, le rincageibmhla croissance du film pour une
concentration de nanocristaux de cellulose de Xure 37).

Deuxiemement, I'épaisseur des bicouches déduiess @paisseurs mesurées a 8
bicouches est plus importante dans le cas de dédtellulose & 5 gtque lorsque la
concentration de cellulose est de 17.L'épaisseur par bicouche est de 'ordre de 176 n
alors que dans le cas ol la concentration de osBukst égale 1 g'Let la construction
réalisée sans ringage, la pente est de 9,8 nmrdenigre approximation, I'épaisseur de 9,8
nm peut correspondre a une monocouche de nanoaristailaire aux épaisseurs mesurees
par Jearet al. [Jeanet al. 2009] pour des films C-XG construits par dippigm revanche la
valeur de 17,6 nm est plus proche de celle obtpauees méme auteurs pour la croissance de
films de nanocristaux de cellulose et de PAH [Jetal. 2008]. Dans ce cas, les dépodts sont

constitués de deux couches de nanocristaux ddasslu
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Toutefois avant de conclure, il faut vérifier giés valeurs obtenues résultent d’'un
processus de croissance linéaire et non pas d’pét adteignant une valeur plateau. Nous
avons donc mesuré les épaisseurs de films complesgsa 8 bicouches obtenues en ringant
apres chaque depot (Figure 39). Nous avons rapf@odeissance des films formés a partir

de cellulose & 1 gitet la valeur obtenue pour le film & 8 bicouches satage.

150 ————————————

—8— C1-+G1 sans ringage
—a— C5-HG1 ave rincage

100 -

Epaisseur (nm)

20

0 2 4 6 8 10
Nombre de bicouches

Figure 39 : Influence de la concentration en cellalse sur la croissance des films C-XG réalisés paris-
coating (3600 rpm). La concentration de XG est fixéa 1 g.L*.

Le profil de croissance obtenu est linéaire effiome que le rincage n’a plus d'effet
lorsque la concentration en cellulose augmenteréSeltat est cohérent avec les propriétés
lubrifiantes du XG. En effet, il semble que toutes chaines de XG faiblement liées a la

surface soient éliminées lors de la rotation s@tessité de ringage.

2.3.3 Discussion sur 'effet du ringage et sur les facteurs clés du mode de
croissance.

L'immense majorité des films multicouches est igiée par un procédé incluant une
étape de ringcage. Nous venons de démontrer que,denconditions de travail, cette étape
est inutile dans le meilleur des cas, voire néfaska croissance des films. Afin d’aller plus
loin dans la compréhension de cette particulamid@s avons dans un premier temps essayé de
déterminer si cet effet pouvait étre lié a I'un lG@autre des constituants du film. Pour cela
nous avons réalisé des films constitués de 8 bierisoit en ringant les films aprés chaque
dépdt, soit en ringant le film uniguement apres kw I'autre des constituants. Les épaisseurs
mesurées sont indiquées dans le Tableau 7. Legmimatons en cellulose sont égales a 1 ou

5 g.L™* tandis que la concentration en XG est fixée &.T.g.
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Extrapolation
Epaisseurs (hm) Epaisseur par bicouche

(nm)

Clg-XG1lg 38 4,8

Clsg-XGlgr 79 9,9
Clg-XGlsr 36,3+0,9 4,5
Clsg-XGlg 39,9+3,9 5,0
C5g-XG1g 138 17,3

C5sr-XG1lsr 141,3+24 17,7
C5g-XGlsr 139,9+12,3 17,5
C5sr-XG1g 1425+3,2 17,8

Tableau 7 : Epaisseurs des films composés de 8 hiches construits soit introduisant une étape de rgage
aprés le dépbt de cellulose et de xyloglucanes-&Gg, soit apres la cellulose &XGgg, soit aprés le XG
(Csr-XGR) soit sans aucune étape de rincage {&XGR).

Il faut souligner que tous les échantillons sardlisés de facon indépendante. Les
valeurs obtenues démontrent la trés bonne repribditét de la construction. Le rincage
sélectif de I'un ou l'autre des constituants domes résultats identiques a celui obtenu
lorsque le ringage est réalisé aprés chaque dépdparametre important qui semble donc
diriger la construction de I'assemblage est doea I concentration en cellulose.

Pour évaluer celui-ci, des images AFM ont étéiséabk sur des monocouches de
nanocristaux déposées par spin-coating a 3600 Lm®.dépbts sont formés a partir de
suspension de nanocristaux de cellulose & 1 ol 5ayant et aprés rincage. Avant rincage,
pour les dépéts réalisés & partir d’une susperggonanocristaux de cellulose & 5 §.le
recouvrement de la surface est presque total (985 qu’il est légerement plus faible pour
le dépdt d’une suspension de nanocristaux de osBula 1 g.' (90%). Le taux de
recouvrement diminue fortement (70% ) aprés ringame le dép6t & 1 glalors qu'il reste
quasiment inchangé dans le cas des solutions B e rincage a donc peu deffet sur le
recouvrement de surface de la couche de celluldsg.&" alors qu'il est critique & 1 gL
On peut donc aisément imaginer que c’est ce parargét est a l'origine des différences de

comportement observées.
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oty T 5

5ans ringage (969’) . awvec rincage (893%)

Figure 40 : Images AFM en topographie (2x2 um?) daonocouches de nanocristaux de cellulose déposées
& 3600 rpm. Les monocouches sont réalisées & unaaantration de 1 ou 5 g.[*, avec ou sans rincage. Le
taux de recouvrement est indiqué entre parenthéses.

Le taux de recouvrement est donc essentiel adespite de la croissance. La stabilité
observée a 5 gt peut étre attribuée & une meilleure cohésion desaristaux entre eux.
Toutefois, méme si cet élément semble central, sSousmes encore loin d’avoir totalement

appréhendé tous les éléments sous-jacents a lawdim des films.

2.3.4 Conclusion

Les concentrations des solutions de nanocristaugetiulose et de XG ont un réle
crucial pour I'élaboration des films multicouchésgs principales conclusions de cette partie
sont que le XG doit étre en régime dilué et la saspn de nanocristaux de cellulose
suffisamment concentrée afin de recouvrir entiergnmla surface et former ainsi une

monocouche pour permettre la croissance des fikK&SC
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2.4 Etude préliminaire sur la formation de films a base de mélange de
XG et nanocristaux de cellulose

Pour rappel, notre objectif est d’élaborer demginanométriques colorés composés de
cellulose et de XG. Nous venons d’étudier la man@obtenir de tels films par la méthode
LbL. Une seconde stratégie (Figure 36, page 62¥isttna déposer une solution composée
d’'un mélange de nanocristaux de cellulose et deeK@lternance avec une solution de PAH
(noté (PAH-C/XGy)). Le mélange permet de réaliser des couches épaissit la cohésion est
assurée par les interactions de Van der Waalsselidisons hydrogéne. La PAH assure la
croissance des films en s’adsorbant sur la cebuwds des interactions électrostatiques. Nous

présentons ici une étude préliminaire sur le mazerdissance de ces films.

Le mélange C/XG que nous avons utilisé est compes® g.L* de nanocristaux de
cellulose et de 1 gt de XG. L'étude de la croissance a été réalisée p@u4 bicouches et a
été comparée a celle des films multicouches C-XiGu(e 41). Le rapport de concentrations
C/XG est identique a celui utilisé pour les filmsXG, a savoir 5/1. La pente par bicouche est
de 28 nm pour les films PAH-C5/XG1 et est donc mlevée que dans le cas de C5-XG1
(16,8 nm). Par ailleurs, les films PAH-C5/XG1 préteat une croissance par palier, qui est
essentiellement gouvernée par le dépbt de mélam@@XiG. Le dépdt de la couche de PAH
contribue a I'épaisseur du film mais il est proleablie cette couche permette I'accroche du

dépo6t de mélange C/XG suivant.

W77

& C5-XG1

150 [ ]

Epaisseur (nm)
-

100 i q

50__ i 4

a L.
o 2 4 6 I
Nombre de bicouches déposées

Figure 41 : Croissance pour des échantillons congiés de C5-XG1 ou PAH-C5/XG1.
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3 Conclusion

A partir des résultats obtenus dans cette prempamtie, nous connaissons les
parametres qui nous permettent de construire dias finulticouches de cellulose/XG. Le
xyloglucane doit étre en régime semi-dilué pournpatre une croissance linéaire. Par
ailleurs, le taux de recouvrement de la surfacelggmnanocristaux de cellulose doit étre au
minimum de 90% pour former des monocouches delostu De tels films sont ainsi peu
rugueux et suffisamment épais pour observer deslewsu liees aux phénoménes
d’interférence. Enfin, une autre structure compad&éalternance de couches de PAH et de
couches composées d'un mélange de cellulose/XGgpattabtenir des films épais et peu
rugueux. Nous avons donc sélectionné trois typesodstruction (C1-XG1, C5-XG1 et PAH-

C5/XG1) pour lesquels la structure interne va étueliée.
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Ce chapitre aborde l'étude de la structure intedee differents types de films
multicouches a l'aide de la réflectivité de neusroblne premiére partie sera consacrée au
rappel des grands principes de la technique dectéfité de neutrons. Dans une seconde
partie, nous nous focaliserons sur I'analyse darlacture interne des films en fonction de la
concentration en XG pour comprendre comment lamégie concentration du XG intervient
dans la structure interne des films fins et quef@npmenes permettent d’avoir une
croissance. Dans une troisieme partie, nous éttkelinfluence de la concentration de
nanocristaux de cellulose sur la structure dessfilEnfin, nous comparerons la structure
interne des trois types de films sélectionnés fiétude des dégradations enzymatiques (C1-
XG1, C5-XG1 et PAH-C5/XG1) ainsi que leur comporé&nen solution.

1 Principe de la réflectivité de neutrons

1.1 La densité de longueur de diffusion

La réflectivité de neutrons permet de détermirgersiructure de films fins dont
I'épaisseur est comprise entre 1 nm et quelquetaioms de nm. Le principe de cette
technique est décrit de maniere plus approfondis teachapitre VI. En outre, cette technique
permet d’approcher la composition chimique de [&ufllon étudié. En effet, chaque
matériau est caractérisé par une grandeur, apgelesté de longueur de diffusioNky), qui
renseigne sur 'amplitude de l'interaction entre teeutrons et ce matériau. Cette grandeur
dépend de la composition chimique élémentaire asoiopique du matériau qui compose le
film. (exemples dans le Tableau 8) et peut étreutét a partir de la relation suivante :

=2hb
Nb—V

Avec b; la longueur de diffusion cohérertedes élémentsqui le composent ¥ le volume
d’'une molécule. Les polysaccharides, par exemplat, somposés des mémes atomes (C, O,
H) et vont donc avoir umNb identique. Le calcul diNb de la cellulose et du XG donne
effectivement une valeur théorique de 1,9 0. Il est important de connaitre les valeurs de
Nb des différents composés présents dans le film petmettre de réaliser des ajustements
de courbes ayant un sens physique et de déteraingrieux la composition volumique des
échantillons.
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Longueur de diffusion cohérente b (10~ cm)

'H D (°H) C 0 N Si
-0,374 0,667 0,665 0,580 0,936 0,415
Densité de longueur de diffusion (A®)

H,O D,O SiO, Polysaccharides PLL PAH Si (cristal)
-0,56 10° 6,38 10 3,410° 1,9 10° 0,910 [ 0,710% | 2,0710°

Tableau 8 : longueur de diffusion cohérente de quglies atomes et densité de longueur de diffusion de
certaines molécules. (*) Valeurs déterminées par alcul.

1.2 Principe d’'une mesure et ajustement des courbes

La réflectivité de neutrons consiste a envoyefaisteau de neutrons sur le film fin et
a enregistrer I'intensité réfléchie. Tout commeflasceaux lumineux, une partie du faisceau
va étre réfléchie a l'interface air/film tandis gleutre partie va interagir avec le film puis
étre réfléchie a 'interface film/support (Figurg)4

La courbe de réflectivité obtenue représentediisité du faisceau réfléchi en fonction
du vecteur de diffusio®. Les courbes de réflectivité présentent généraleres franges
d’interférence (ou franges de Kiessig) dont la fi&ge renseigne sur I'épaisseur globale du
film (Figure 42). Lorsqu’il existe une alternance d@ouches de composition chimique
différente, la présence de pics de Bragg peutodiservee.

Les courbes sont ajustées a l'aide d'un modeéletitad de plusieurs couches. Pour
chaque couche, trois parametres d’ajustement ieterent: I'épaisseur, la densité de
longueur de diffusionNb) et la rugosité avec la couche adjacente. L'ajunste des courbes
de réflectivité permet donc de connaitre I'évolatduNb (Figure 42) dans le film, & partir de

laquelle la fraction volumique des composés peaet@tlculée.

\// o
Film nanométrique (Nb)
Support (Nb)

1o

Franges de Kiessig 8 -

Nb (1075472

Support de Film de Nickel
Silicium de 50nm

Air

L ! ! L L ! I
0 0.02 OOAQ 0.08 008 01 20 0 0 10 20 30 40 50 @
) z (hm)

Figure 42 : Exemple de courbe de réflectivité obtare pour une couche de Nickel de 50 nm déposée sur u
support de Silicium et de profil deNb associé.
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Dans cette étude, les courbes de réflectivité @dwntillons sont présentées en
représentatioRQ' = f(Q), qui permet d’amplifier les franges de KiessiguPles profils de
Nb associés a chaque courbe, la positien0 correspond a l'interface Si/film. Dans tous le
cas, le support de siliciunNB(Si) = 2,07 18 A®) est recouvert d’'une fine couche de SiO
(NB(SIO,) = 3,4 10° A qui se forme lors du nettoyage des wafers par piganha.

1.3 Le contraste neutronique

La mesure du signal d'un objet par réflectomélaeneutrons implique que son indice
de réfraction neutronique soit différent du miligui 'entoure : cette différence d’indice est
appelée contraste neutronique. Dans le cas desnmstaax de cellulose et de XG, l'indice de
réfraction neutronigue est le méme et ces compuséruvent pas étre différenciés en I'état.
Il N’y a donc pas de contraste neutronique enteelialose et le XG. Ce manque de contraste
ne permet pas de déterminer les concentrationbatpie espece dans le film.

La substitution isotopique, en particulier d’at@m#hydrogéne par des atomes de
deutérium, modifie les indices de réfraction nenitjae de facon importante sans changer ses
propriétés physiques globales. Cette variation gempttre d’'une part d’obtenir de forts
signaux de réflectivité et d’autre part de mesutans une couche mixte (composée de
cellulose et XG, par exemple) le profil de concatidn de chaque espece. Dans le cas de
composés de synthése, les analogues deutérés peiivercommerciaux ou synthétisés.
Cependant, la tache devient plus complexe daraslée biopolymeéres.

En ce qui concerne les nanocristaux de celluldsdeeXG, la différenciation est
possible en réalisant la deutériation intracristalde la cellulose [Nishiyamet al. 1999]. La
procédure consiste a se placer dans des condiiemaettant I'ouverture partielle de la
structure cristalline. En présence d'une solutieutérée, les atomes d’hydrogene des
groupements hydroxyles de la cellulose sont éclsaagéc des atomes de deutérium. Les
groupements —OD obtenus sont piégés a lintériaurciistal apres retour a température
ambiante. La cellulose a été deutérée selon leqote de Nishiyamat al.[Nishiyamaet al.
1999] et sa deutériation a été mise en évidence spactroscopie FTIR. Lé&Nb des
nanocristaux de cellulose (Cd) en solution a étéragné expérimentalement a une valeur de
3,3 10° A? par la technique de diffusion de neutrons auxtpetingles (DNPA) au
Laboratoire Léon Brillouin. Cette valeur est tréffédente de celle de la cellulose hydrogénée
(1,9 10° A (Tableau 8).
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La technique de variation de contraste

Dans le cas de mélanges binaires comme ceux stddies ce travail, la technique de
variation du contraste permet d’aborder I'orgamgatd’'un des constituants au sein du
mélange en solution. Pour cela, il faut ajusteddasité de longueur de diffusion du milieu
('eau par exemple) a une valeur identique a cdllesecond constituant. Le signal mesuré
correspond alors a celui du premier constituantjuatnent. Pour mettre en ceuvre cette
technique, il faut disposer de composés qui possatks densités de longueur de diffusion
différentes.

Il est possible de modifier en continu I'indice @draction neutronique d’un solvant
dans un systeme complexe en réalisant des méldegasvants hydrogénés et deutérés dans
le but d’éteindre le signal d’'un de ses composahidéterminer I'organisation du composeé
non-éteint. En ajustant la composition du solvamirpatteindre des valeurs de Nb égales a
celle du XG ou des Cd, nous pourrons déterminegdinisation de I'un et 'autre composé
dans le film. La Figure 43 illustre le principe ldevariation de contraste dans le cas des films

multicouches C-XG.

Figure 43 : lllustration de la technique de variaton de contraste dans le cas des films multicouch€sl-XG.

La cellulose et le XG possédent respectivement deslicesNb; et Nb,. A) Le film est en solution dans BO.

Le signal enregistré correspond a I'ensemble de Istructure. B) Le film est en solution dans un mélage
D,0O/H,0 tel que leNb de la solution soit égal a\b,. Le signal enregistré correspond a la structure de
nanocristaux de cellulose. C) Le film est en soluth dans un mélange BO/H,O de Nb égal aNb,. Le signal
enregistré correspond a I'organisation du XG dansd film.
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2 Influence de la concentration de XG sur la struct ure des
films C1-XG

Nous avons tout d’abord voulu élucider la struetdes films en rapport avec la
concentration de XG. Pour cela, nous avons anédgsims constitués de 8 bicouches C-XG
réalisés par spin-coating (3600 rpm sans étapéndage). La concentration en cellulose est
fixée & 1 g.[* tandis que la concentration en XG varie (0,5g.1 g.L*; 5 g.L'*; 10 g.L'}).

Les échantillons sont réalisés a partir de nantacnsde cellulose hydrogénés ou deutérés.
L'intérét d’étudier les deux types de films est biau:
- les structures déterminées a partir des courbea®ftectivité sont validées par deux
échantillons indépendants ;
- il est possible de déterminer les fractions vafpras de chaque espéce chimique
présente dans le film (cellulose, XG et air).

Une premiére information qui peut étre obtenueauimpde ces courbes de réflectivité
est I'épaisseur du film. Le Tableau 9 présenteélesisseurs des échantillons mesurés par
réflectivité de neutrons et par profilométrie mégae a partir d’échantillons indépendants.
L’'ajustement des courbes de réflectivité confirmes |épaisseurs déterminées par

profilométrie ; la construction des films C-XG ésinc reproductible.

Echantillon Profilométrie mécanique Réflectivité de neutrons
Epaisseur (nm) Ecart type Epaisseur (nm) Rugosité (nm)

(C1-XG0,5)s 85,6 2,1 93,6 8,1

(C1-XG1l)g 81,5 6,4 69,8 4,2

(C1-XG5)g 20,2 3,6 19,6 4,0

(C1-XG10)g 92,2 2,2 94,4 55

Tableau 9 : Epaisseurs des films C1-XG composés @e bicouches déterminées par profilométrie et
réflectivité de neutrons.

Afin d’ajuster au mieux les courbes de réflecéviles films multicouches, des
mesures ont été réalisées sur des monocouches dgiX®us ont permis de définir b de
XG a 1,5 1¢ A2 Cette différence peut paraitre surprenante amipreabord car différente
de la valeur théorique attendue (1,9°30?), cependant il faut rappeler que, comme tous les
polysaccharides, le XG possede une affinité impoetgpour I'eau. Par le calcul, il a été
déterminé que les couches de XG contiennent eniééf d’eau en volume. Cette valeur est
cohérente avec la courbe de sorption d'eau du XBsée a I'INRA (16% en masse d'eau
pour une humidité relative de 60%).
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Nous avons vu dans le chapitre précédent, querééssances des films (C1-XG) sont
linéaires lorsque le XG est en régime dilué, atprain plateau est rapidement atteint lorsque
le XG est en régime semi-dilué enchevétré. Nous mutresserons dans un premier temps a
la structure des films pour lesquels XG est démosgggime semi-dilué puis nous aborderons

la structure des films réalisés en régime semiedénchevétre.

2.1 XG enrégime dilué

Nous commencons cette étude par I'analyse deststes des films (C1-XGO,5it
(C1-XG1) qui correspondent aux films réalisés a partir @atons de XG en régime dilué.
Les courbes de réflectivité de ces échantillorieseprofils deNb sont représentés a la Figure
44,

Le profil de (C1-XGO0,5 est relativement homogene jusqu’a 40 nm avedNbrde
l'ordre de 1,4 16 A2 Ensuite, leNb diminue jusqu'a 0,7 ID A2 entre 40 et 85 nm puis
progressivement jusqu’a 0. La fraction volumiquepddéysaccharides présents dans le film
(C1-XGO0,5)% est de 74% puis de 37%. Ce profil révele que ckartillon est tres rugueux
entre 40 et 85 nm puisque la fraction de polysattbs diminue de moitié dans cette zone.
Ce profil pourrait étre attribué a des monocouctieeses de nanocristaux de cellulose
séparées par de fines couches de XG jusqu’a 4Qaroourbe de réflectivité du film (Cd1-
XG0,5% ne présente pas de franges d’interférences. @#cétle d0 au manque de contraste
entre le film dont le profil donne udb de 2,1 1¢ A et le support en Silicium dont Iéb est
de 2,07 16 A%,

Le profil de (Cd1-XGO0,5)est similaire au film composé de nanocristaux elkilose
hydrogénée, quoique beaucoup moins rugueux. Cregtrafii homogéne avec uxb de 2,1
10° A2 entre 0 et 70 nm. Bien que les contributions dewaristaux de cellulose et du XG
soient différenciées, la courbe de réflectivité pnésente pas de pic de Bragg, il n’est pas
possible de distinguer les couches de celluloseagshes de XG. En effet, le XG faiblement
concentré doit former des couches extrémement fiésa été observé par AFM que les
nanocristaux de cellulose induisent une rugositd'atdre de 4 a 6 nm. Par conséquent,
puisqu’il 'y a globalement pas de variation 8, un profii homogéne est observé.
Cependant, en supposant que le film contienne lmaerguantité d’'air que le film hydrogéné
(24%), sa composition est de 43% de cellulose 818 de XG.
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Figure 44 : Courbes de réflectivité ajustées, prd8 de Nb perpendiculaires a l'interface et schéma associ@éia
profil. La couche gris foncé correspond a une couehde SiQ qui se forme pendant le traitement de la surfaceed
Si. A) (C1-XG0,5); B) (C1-XG1)s ; C) (C1-XG5) ; D) (C1-XG10).
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Films hydrogénés Films deutérés

Nezone | PSSR | M0 | Broysac 00)| @ 08) | TPOST ) MO 0 08) | 0ke8)
(C1-XGO0,5)g

1 40 1,4 74 26

2 45 0,7 37 63 1 2.1 43 31
(C1-XG1)g

1 | 70 | 135 | 71 29 67 2,1 54 | 17
(C1-XGb5)g

L 20 1,55 82 18 11 1.9 24 o8

2 14 1,6 3 79
(C1-XG10)s

1 15 1,5 79 21 10 2,3 57 22

2 25 1 53 47 29 1,3 21 32

3 15 1,7 89 11 14 1,9 31 58

4 30 0,7 47 53 30 0,9 0 47

Tableau 10: Epaisseurs et composition des films efonction de leurs profils de Nb. A gauche,
informations obtenues a partir des films hydrogénésfraction volumiques en polysaccharides et en airA

droite, fractions volumiques en cellulose et en X@btenues a partir des films deutérés.

Echantillon mOEyF:;]IiSee(l;]fm) Dcq (%) Dy (%) P4 (%)
(C1-XG0,5) 71 43 EE 26
(CL-XG1)g 68,5 54 17 29
(C1-XGb)s 22 12 70 18
(CL-XG10)s 88 22 35 43

Tableau 11 : Epaisseur des films et fraction volungue globale de chaque composé (cellulose, XG et)air

En ce qui concerne les courbes de réflectivit€athantillon (C1-XG1y (Figure 44,
page 84), celles-ci ont une allure similaire auxirbes enregistrées pour les films (C1-
XG0,5%. La courbe de réflectivité de (Cd1l-X@Ie possede pas de franges de Kiessig,
contrairement a la courbe de (C1-X@lGeci doit étre di, comme pour I'échantillon (C1-
XGO0,5% au faible contraste entre le film lui-méme etueport en silicium. Les profils dgb
obtenus par l'ajustement des courbes expérimentadestrent que les épaisseurs des
échantillons hydrogénés et deutérés sont de I'cdldré7 nm. lls présentent également une
allure homogéne avec Wb de 1,35 18 A pour I'échantillon hydrogéné et 2,198 pour
'échantillon deutéré. Ces valeurs sont semblalbleslles du film (C1-XGO0,5)et nous
permettent de conclure que I'échantillon est corapes 54% de cellulose, 17% de XG (soit
71% de polysaccharides) et 29% d’air en volume.
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Les échantillons (C1-XGO0,5kt (C1-XG1) présentent des profils monotones pour les
films hydrogéné et deutéré. La différenciation desches de nanocristaux de cellulose et de
XG est difficile du fait de la rugosité des coucliesnanocristaux de cellulose ; la structure
interne précise n'a donc pas pu étre prouvée. Némsnes profils obtenus ainsi que la
croissance linéaire réveélée dans le chapitre pestddissent supposer que cet échantillon est

composé de monocouches alternées de nanocristaietlulese et de XG.

2.2 XG en régime semi-dilué enchevétré

Les courbes de réflectivité des eéchantillons (@35% et (C1-XG103 sont
représentées a la Figure 46 (page 92) Ces film8ledy une organisation différente et
confirment I'effet de la concentration en XG sw@asemblage des films multicouches.

Le film (C1-XG5} présente également un profil homogene avebllumaximum de
1,55 10° A% mais dont I'épaisseur est plus faible que leseasuéchantillons (20 nm). En
considéranftNb(C) = 1,9 1 A2 et Nb(XG) = 1,5 10° A, les fractions volumiques sont de
12% de nanocristaux de cellulose, 70% de XG et d&ih

Le film (Cd1-XG5)} donne des informations supplémentaires par rapfoson
équivalent hydrogéné : il présente un maximum &09A 2 sur une épaisseur de 11 nm puis
diminue faiblement & 1,6 T0A pour z = 25 nm (soit une couche de 14 nm). Apadsuts
(Tableau 10), la premiére couche est constitué&ée de nanocristaux de cellulose deutérés
et 58% de XG tandis que la deuxieme couche conB8éftde nanocristaux de cellulose
deutérés et 79% de XG. Ceci suggéere un film comgas® monocouche de nanocristaux de
cellulose enduits de XG de 11 nm et d’une secompieipalement composée de XG, avec
une épaisseur de 14 nm. En moyennant ces compssitlimiques sur toute I'épaisseur du

film, on retrouve les mémes proportions de nantarsde cellulose et de XG (73%).

La courbe de réflectivité associée a I'échantill@l-XG10} n'a pas pu étre
modélisée de la méme maniere que les deux écloastiirécédents. Le meilleur ajustement
de la courbe donne un profil trés différent desxdauires puisque 4 zones distinctes peuvent
étre observées (Figure 44) :

- deux maxima a 1,5 T0A? et 1,7 16 A compris respectivement entre 0 et 15 nm

et entre 50 et 65 nm ;
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- deux minima a1 10A? et 0,7 1¢ A compris entre 20 et 45 nm et entre 65 et 95
nm.

Le méme type de profil est obtenu a partir de larloe de réflectivité du film deutéré :

- deux maxima & 2,3 T0A? et 1,9 1¢ A dont les positions sont identiques a
celles du profil hydrogénés (comprises respectiverantre 3 et 13 nm et entre 40
et 55 nm) ;

- deux minima & 1,3 10A? et 0,9 1¢ A compris entre 20 et 40 nm et entre 55 et
85 nm.

Ce profil est trés différent des autres puisgesit composé de 2 maxima alternés avec

2 minima. Il pourrait correspondre a I'alternaneectduches de nanocristaux de cellulose avec
des couches de XG de 15 nm et de 30 nm d’épaissspective. D’aprés le calcul des
fractions volumiques pour chaque zone (Tableauill@pparait que le film contient du XG
sur toute son épaisseur en proportion variableotldre, il est formé de zones enrichies en
nanocristaux de cellulose (maxima) et de zoneskEes de XG (minima), la couche la plus
proche de l'interface film/air ne contenant queXds. Cette architecture n’est pas triviale et

Nous ne comprenons pas exactement comment ebbtesiue.

Les échantillons (C1-XGp)et (C1-XG10g sont réalisés a partir de XG en régime
enchevétré et ne présentent pas de croissancendzepe ces échantillons présentent des
épaisseurs tres différentes, de I'ordre de 20 nrB5ehm respectivement. Ces différences
doivent étre liees a [utilisation du spin-coatimpmme méthode de dépdt. En effet,
I'épaisseur des films réalisés par spin-coatingnarge avec la viscosité de la solution de
polymere. Ainsi, en régime semi-dilué enchevétrdatc lorsqu’il n’y a pas de croissance,
'épaisseur du dépdt semble étre principalementvgmée par la viscosité et/ou la

concentration de la solution de XG.

2.3 Conclusion sur la croissance des films

Les échantillons obtenus lorsque le XG est emrégiilué possédent des profils de
Nb homogenes. L’alternance entre les couches de ristaax de cellulose et de XG n’a pas
pu étre démontrée du fait de la rugosité des caudbaanocristaux de cellulose. Néanmoins,
cette analyse combinée a I'étude de la croissamsefiins semble valider I'hypothése de

films constitués de monocouches alternées de niatancx de cellulose et de XG.
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En revanche, les profils des échantillons (C1-X%@&5)YC1-XG10g réalisés a partir de
XG en régime enchevétré sont tres différents et difficiles a interpréter. Les échantillons
sont constitués de zones plus ou moins enrichiesaeocristaux de cellulose au-dessus de
laquelle (ou desquelles) se trouve une zone esflenient constituée de XG. Les épaisseurs

obtenues sont, dans ce cas, dirigées par la coatienten XG.

Lorsque le XG en est régime semi-dilué, ce sost melécules isolées de XG qui
interagissent avec la couche de nanocristaux delas# sous-jacente. Le XG doit donc
s’adsorber sous forme d’'une monocouche de moléaules surface des nanocristaux de
cellulose. Lorsque la suspension de nanocristawetiglose est déposée sur cette couche de
XG, les nanocristaux interagissent avec le XG @#jaorbée sur la couche inférieure de
nanocristaux de cellulose. Le XG joue donc le diddiant entre les couches de nanocristaux
de cellulose inférieure et supérieure. La croissade film multicouche peut donc étre
observée.

Lorsque la concentration en XG est augmentée ni@giemi-dilué enchevétre), les
films ne croissent pas. A de telles concentratidasXG doit étre déposé sous forme
d’agrégats et former une couche plus épaisse. hames de XG ne sont alors plus capables
de lié & la fois les couches de nanocristaux delosé inférieure et supérieure. Lorsque le
support est mis en rotation, une force de cisadlemva éliminer la couche supérieure

composée de nanocristaux de cellulose et de XG.

Régime dilué

ISO nm

@ b O =S % %

Adsorption XG Rotation Adsorption C Rotation

Régime enchevétré

O O o=/ o« D 9
Adsorption XG Rotation Adsorption C Rotation

Figure 45: Représentation schématique de linteramn des chaines de XG avec les nanocristaux de
cellulose selon le régime de concentration du XG
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3 Influence de la concentration de nanocristaux de
cellulose sur la structure des films C-XG1

Dans le chapitre précédent, I'étude de la crossaes films a montré que celle-ci est
plus forte lorsque la concentration de nanocristieixellulose augmente. La structure interne
des films doit donc également étre influencée marcdncentration de nanocristaux de
cellulose. Nous avons donc choisi d’analyser démrtidlons dont le nombre de bicouches
permet obtenir des épaisseurs comprises dans langadianalyse de la réflectivité de
neutrons soit 8 bicouches de C1-XG1 et 4 bicoudeaS5-XG1.

3.1 Comparaison de I'organisation des films secs

Les courbes de réflectivité des échantillons hgédneés et deutérés des films (C1-
XG1)s et (C5-XG1) et les profils deNb associés sont présentés a la Figure 46 (page.©2).
Nb d'un dépét de nanocristaux de cellulose deutérBegd ™’ a été mesuré au préalable et
vaut 2,2 10 A Cette valeur est trés différente de la valeueméinée par DNPA (3,3 10
A?). Par conséquent, une telle monocouche de natmoricontient en réalité 67% de
cellulose en volume (soit 33% de porosite).

La structure de C1-XG1 a déja été décrite précéuam (page 83). Pour rappel, ce
film est constitué de 54% de nanocristaux de aekilet de 17% de XG.

L'échantillon (C5-XG1) posséde uhlb homogéne de 1,5 P0A2 qui représente 79%
de polysaccharides en volume. De méme, le profil(@d5-XG1), présente un profil
monotone avec une valeur globale de 2,£ AG. Les épaisseurs des films sont de I'ordre de
60 nm dans les deux cas et correspondent aux épessgéterminées par profilométrie. Le
film (Cd5-XG1), est donc globalement composé de 43% de cellulaemse », 21% d’air et
36% de XG, soit 64% de nanocristaux de cellulosg6&t de XG (Figure 46).

Les films (C1-XG1) et (C5-XG1) ont donc des composs chimiques similaires sur
'ensemble du film mais présentent quelques diffées en terme de structure. Le film (C1-
XG1) est homogene sur toute son épaisseur et espas® de couches alternées de
nanocristaux de cellulose et de XG difficiles déténcier a cause la rugosité probable des

couches de cellulose.
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3.2 Organisation des films C-XG en solution

3.2.1 Films en solution dans D ,0
La Figure 47 représente les courbes de réfleétimjustées des échantillons (Cd1-
XG1)g et (Cd5-XG1) en solution dans @ ainsi que leur profil dlb.

L'ajustement de la courbe de (Cd1l-X@i)dique que le film a une épaisseur de 116
nm dans RO alors que I'épaisseur du film sec est de 67 nengdnflement du film est donc
de 69% et doit étre principalement dd au gonflendestchaines de XG. Par ailleurs, le profil
deNb du film (Cd1-XG1) est formé d’'un gradient déb de 4 1 A vers l'interface Si/film
a 6 10° A2 vers linterface film/BO. La solution de BD hydrate donc progressivement le
film Cd1-XGL1.

Le profil deNb de I'échantillon (Cd5-XGL)montre un film d’'une épaisseur totale de
122 nm ce qui correspond a un gonflement glob&@5%. Ce gonflement est du méme ordre
de grandeur que celui des films (Cd1-XgDe profil peut étre divisé en deux zones :
- une premiére zone qui possédeNim homogéne & 4,2 TOA? sur 84 nm, soit un
gonflement de 27%.
- une deuxiéme zone qui correspond a une transiire le film et le solvant d’'une
épaisseur de 50 nm. Cette épaisseur est du mégramdeur que le rayon de giration

du XG (51 nm). Il est donc possible qu’il s’agissene couche de XG tres hydratée.

3.2.2 Etude de l'organisation du XG dans les films par variation de contraste

Nous avons utilisé la technique de variation dentreste afin d’obtenir des
informations sur la structure des chaines de XGodution. Cette méthode consiste a éteindre
le signal d’un des composants d’indidé du film en 'immergeant dans un solvant Nb
identique (paragraphe 1.3). Pour observer le X@uerent, nous avons éteint le signal des
nanocristaux de cellulose deutérih € 3,3 10° A?) en utilisant un mélange,D/H,0 dans
un rapport volumique 56/44. Par ailleurs, le XG eshstitué de nombreux groupements
hydroxyles dont 'atome d’hydrogene peut s’écharayec un atome de deutérium. INb du
XG passe donc de 1,9 1082 & sec & 2,8 1DA? dans le mélange O/H,0. Il est ainsi
possible de déterminer la fraction volumique du ddas le film.

Les courbes de réflectivité ajustées et les ro@Nb associés des films (Cd1-XG1)
et (Cd5-XG1) sont représentées a la Figure 47 (page 93). Ledbewule réflectivité ne
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présentent pas de franges de Kiessig et le sigtadbraité a grand®. Il est possible que
I'ajustement des courbes soit faussé ; par conséqlimterprétation des profils doit étre

réalisée avec précaution.

Les épaisseurs des deux échantillons sont serablabtelles déterminées dangD
soit 113 nm pour les (Cd1-XGlét 144 nm pour (Cd5-XG3.)

En présence du mélange@H,0, le profil de (Cd1-XGX)est homogéne entre 10 et
100 nm pour unNb de 3 10 A? et augmente progressivement jusqu'a linterface
film/solvant. Ainsi, la fraction de XG est homogées tout le film et représenterait 60% du
volume du film. Cette fraction volumique semblestédevée si I'on considére les proportions
des composants déterminées dans le film sec. Bg lglprofil de (Cd1-XGX)présente un
gradient deNb dans DO et ne nous permet pas de calculer la fractioumimue de
nanocristaux de cellulose. Nous ne pouvons donc@asure quant a I'organisation du film

en solution pour cet échantillon.

En ce qui concerne (Cd5-XGl)e profil est homogene sur 84 nm avediinde 3,17
10° A puis augmente progressivement jusqu’a atteindibldu mélange BD/H,O au bout
de 140 nm. Le XG doit donc représenter une fractmomique de 26% avec une répartition
uniforme sur toute I'épaisseur du film.

Connaissant les fractions volumiques de XG daffitnbeen solution, il est possible de
déterminer la fraction de nanocristaux de celluldsgartir des courbes de réflectivité
obtenues pour les films en solution dan®©DLe profil deNb de (Cd5-XG1) dans DO est
relativement homogéne avec une valeur de 4248 sur 120 nm. Puisque cet échantillon
contient 26% en volume de XG, alors la fractionuwoique de nanocristaux de cellulose
serait de 52% (soit 22% de,D). Ces résultats sont cohérents avec les contensa
déterminées dans les films a sec. Par ailleurs;oemparant les deux profils en solution, il
semble que deux types de gonflement interviennent :

- un gonflement général de la structure qui dai¢ @rincipalement gouverné par le
gonflement du XG ;
- un gonflement spécifique de la couche de XG aii en contact direct avec la

solution.
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Figure 46 : Courbes de réflectivité ajustées, prdf de Nb perpendiculaires a I'interface et schéma associé
au profil. La couche gris foncé correspond a une czhe de SiQ qui se forme pendant le traitement de la
surface de Si. A) (C1-XG1y; B) (C5-XG1), ; C) (PAH-C5/XG1),.

Films hydrogénés Films deutérés
Nezone | EPESSSUT | MO, | Proveer | oy on) |FPESSST N0 | P | ()
(C1-XG1)g
1 | 70 13 | 71 | 29 | 67 | 21 54 | 17
(C5-XG1),
1 | e+ | 15 | 79 | 21 | e | 21 43 | 36
(PAH-C5/XG1),
1 33 2,1 29 | 60
2 7 1,8 Non mesurable
X 53 1,7 89 11 ” 21 > 50
1,1 15 31

Tableau 12 : Epaisseurs et composition des films éanction de leurs profils deNb.
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Figure 47 : Courbes de réflectivité ajustées, prdB deNb perpendiculaires a I'interface et schéma associé
au profil. En rouge : films en solution dans RO ; en bleu : films en solution dans un mélange 56%e D,O
et 44% de H,0. La couche gris foncé correspond a une couche 8&, qui se forme pendant le traitement
de la surface de Si. A) (Cd1-XG%); B) (Cd5-XG1), ; C) (PAH-Cd5/XG1)s,.

Epaisseur Epaisseur Gonflement
H T 0, 0, 0,
Echantillon fllglr;ssc dans D,0 (nm) | global (%) d¢ (%) Dy (%) Dpoo (%)
Non Non
(Cd1-XG1)g 67 116 69 mesurable | ®9 | mesurable
(Cd5-XG1), 66 122 85 52 26 22
(PAH-Cd5/XG1), 73 157 115 11 20 69

Tableau 13 : Epaisseur des échantillons & sec et solution dans QO et fraction volumique de XG et de
cellulose dans les films en solution. La valeur em parenthése est incertaine.
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4  Structure interne des films PAH-C5/XG1

4.1 Film sec
Les films PAH-C5/XG1 ne sont pas construits dem@me maniére que les films
multicouches (C5-XG1) et doivent donc avoir uneamigation différente. La Figure 46 (page
92) représente les courbes de réflectivité ajustésgchantillons (PAH-C5/XG1) incorporant
des nanocristaux de cellulose hydrogénée ou deuténsi que les profils deb associés.
Une différence d’épaisseur de I'ordre de 20 nmbeteovée entre les deux échantillons, qui
pourrait étre liée un probleme de préparation dmlation C5/XG1. (PAH-C5/XG})possede
un profil monotone d’une valeur de 1,7%A8 et I'ajustement donne une épaisseur de 53 nm.
Ce film est donc composé a 89% de polysaccharidewmogristaux de cellulose et XG) et 11%
d’air. La teneur en polysaccharide est donc plagéd que dans les films C-XG.
Dans le cas de I'échantillon deutéré, le profégede :
- 1 maximum a 2,1 10A? sur 33 nm ;
- 1 minimum & 1,8 1®A? sur 7 nm qui pourrait étre lié & la couche de PAH
- 1 maximum a 1,9 I0A? sur 33 nm.
La zone & 2,1 10A? correspond au mélange de nanocristaux de cellgipde XG.
La difféerence de contraste entre les nanocristauxeallulose deutérée et le XG permet de
déterminer les fractions volumiques de chaque ced@p8achant que la fraction volumique
de polysaccharides est de 89%, la couche est campas29% de cellulose et de 60% de XG.
Le deuxieme maximum a été ajusté a l'aide d’'un rfede& couches comprenant une couche
de 21 nm & 2,1 1DA? et une couche de 12 nm & 1,1°I82 La rugosité entre ces deux
couches est estimée a 4,7 nm. Cette zone doitalancla méme composition que le premier
maximum (29% de nanocristaux de cellulose et 609%@get la diminution déNb doit étre

liée a une rugosité de surface élevée. Ainsi,pgpad de concentration C/XG est de 0,48.

Il ressort de cette analyse que les films compdseé&dAH-C5/XG1) ont une fraction
volumique de polysaccharides plus élevee que gaufilins multicouches C-XG (89% contre
79% pour (C5-XG1)). Par ailleurs, la fraction volgoe de XG est 2 fois plus grande que
celle de nanocristaux de cellulose dans les filB&XG1), et la fraction de nanocristaux de
cellulose est plus faible.

Les deux types de films révélent des compositanpolysaccharides trés différentes.

Il est probable que leur comportement soit égal¢miéieérent en solution.
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4.2  Structure des films dans D ,O

Afin d'étudier I'organisation des films en solutiodes expériences de réflectivité de
neutron ont été réalisées sur le film deutéré (RAd$/XG1) immergé dans une solution de
D,O. La Figure 47 présente la courbe de réflectigjtéstée du film (PAH-Cd5/XG1)en
solution dans le BD ainsi que son profil dBlb. L'épaisseur du film dansJ® est 157 nm,
soit un gonflement total de 115%. Ce gonflementsapgrieur a celui observeé pour les films
C-XG ce qui est cohérent avec la plus forte praportde XG retrouvée dans la couche. Le
profil de Nb est homogéne sur les 157 nm avec une valeur d&08,%2 Etant donné le
gonflement important du film, la quantité d’eau gméte dans le film (PAH-Cd5/XGiloit

étre supérieure a celle présente dans les filmdaouthes C-XG.

4.3 Extinction des nanocristaux deutérés et structu re du XG

Comme pour les films C-XG, (PAH-Cd5/XG19 été étudié en présence d’'un mélange
de 56% de BO et 44% de bD pour acquérir des informations supplémentaires su
I'organisation du XG dans le film. Les courbes é#ectivité obtenues sont représentées a la
Figure 47 et présentent des franges peu intensesldaas de (PAH-Cd5/XGil)Le Nb est
de 3,2 10 A jusqu’a 65 nm. Cette épaisseur est trop faibnsionsidére les épaisseurs de
film mesurées pour le film sec et le film en santdans RO. Etant donnée que la courbe est
treés bruitée, il est possible que I'ajustement aie gas parfait. Si on considere queNbk de
3,2 10° A% est valable pour toute I'épaisseur du film, alarfraction volumique de XG serait
de 20% (rappel Nb = 2,8 10° A?). A partir du profil du film dans BD/H,0, la fraction
volumique de cellulose a été calculée a 11%. Aledijm (PAH-C5/XG1) contient 69% de
molécules de BD lorsque le film est immergé. Ces résultats satiéments avec les
proportions déterminées dans le film a sec. Ent,efie retrouve le méme rapport de

concentration C/XG que dans les films a sec, s6&.0
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5 Conclusion

L’'analyse de la structure interne des films condégade nanocristaux de cellulose et de
XG a permis de comprendre comment le régime de erdration du XG influence la
construction des films multicouches C-XG.

En régime concentré, les molécules de XG qui sidmst sur les nanocristaux de
cellulose de la couche inférieure sont sous fortagrdgats pour lesquels il n’a pas d’affinité.
Elles n'ont donc d’interactions directes entre miches de nanocristaux de cellulose
inférieure et supérieure. Le nouveau dépoét d’'uneloe de nanocristaux sur la couche de XG
est ensuite éliminé par spin-coating lors de laeneis rotation du support. Dans ce cas, seule
la concentration et/ou la viscosité de la soludenXG gouverne I'épaisseur finale du film.

En régime dilué, les molécules de XG interagissenta fois avec les couches
inférieure et supérieure de nanocristaux de ceatulbes interactions de Van der Waals et les
liaisons hydrogene permettent de garder la cohéBidilm pendant la rotation du support. La

croissance des films multicouches C-XG est donsiptes

Lorsque les conditions de concentration de nast@erx de cellulose et de XG sont
réunies pour permettre une croissance, les prdfidNb associés aux échantillons sont
homogenes. L’analyse des échantillons contenanndescristaux de cellulose hydrogénés
ou deutérés a permis de déterminer les fractionsniques en cellulose et en XG.

Les films multicouches (C1-XG1l) et (C5-XG1) content environ 80% de
polysaccharides et forment des structures poreuses.films C1-XG1 et C5-XG1 sont
composés respectivement de 53% de nanocristaweltlldose et 25% de XG et 64% de
cellulose et 20 % de XG. Les films PAH-C5/XG1 centient quant a eux 92% de
polysaccharides dont 28% de cellulose et 64% deedd@rment une structure plus dense.

Les deux types de film présentent des organisatiliifiérentes qui ne se comportent
pas de la méme maniére en solution. En effet, lei@o dans RO, les films multicouches C-
XG voient leur épaisseur augmenter de 39 a 48%danet I'épaisseur du film PAH-C5/XG1
augmente de 134%.

Les deux types de films sont donc de bons carglidatr I'étude de dégradations
enzymatiques car pour des épaisseurs et des deisiténatiere proches, ils offrent des

architectures et des compositions contrastées.
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Chapitre IV
Films multicouches comme

detecteurs d’activité enzymatique
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La classe d’enzymes qui dégradent les chain@slgé-glucane est appelée cellulases.
Ces enzymes sont appropriées pour la dégradatida cidlulose et du XG, ce dernier étant
composé d'une chaine principale de résidus gluessykliés par des liaisong-1,4.
L’hydrolyse enzymatique de ces molécules impligues dictions synergiques de trois
catégories de cellulases que sont les endoglunése cellobiohydrolases (CBH ou
exoglucanases) et leg-glucosidases [Zhanget al. 2006]. Les endoglucanases clivent
aléatoirement les liaisons glucosidiques intramdblies des chaines de cellulose et sont
donc également adaptées a I'’hydrolyse du XG [Hayetsal. 1984; Vinckenret al. 1997]. Les
exoglucanases dégradent progressivement les chdme=llulose par les extrémités en
libérant du cellobiose ou du glucose. Enfin, fleglucosidases hydrolysent le cellobiose en
glucose pour éliminer [inhibition des endo- et gkmanases provoquée par une
concentration trop élevée en cellobiose. Par a#lenertaines CBH peuvent dégrader la
cellulose cristalline mais de maniére tres lenteefT 1997]. Les cellulases commerciales
proviennent essentiellement de deux genres de dbaoms : les especdsichodermaet les
especeaspergillus[Zhanget al.2006].

La cellulase qui a été utilisée est la Cellulyve {[Ilgven) qui constitue un mélange
des différentes cellulases non purifiées issidehoderma reeseiSon activité a été testée
sur 4 types de films choisis en fonction de leuaiggeur et donc de leur couleur: les
échantillons (C5-XGZ)et (PAH-C5/XG1) de couleur brune et les échantillons (C5-Xt)
(PAH-C5/XG1), de couleur bleu clair qui ont des épaisseurs otisfes de I'ordre de 90 et
160 nm. Ces films doivent cependant étre robudtes epas se dégrader lorsqu’ils sont en
contact avec des solutions contenant des tampods®agels afin de pouvoir étre utilisés lors
de tests de criblage de milieux de culture par gtem

Dans une premiére partie, nous allons donc étlaisiabilité chimique de ces films et
déterminer lactivité de la Cellulyve TR par la imétle de Nelson [Nelson 1944],
classiquement utilisée pour déterminer l'activigs djlycosyle hydrolases. Puis, la cinétique
de I'hydrolyse des différents films sera suivie pplusieurs activités enzymatiques par une
étude préliminaire de QCM-D. Ensuite, la détectimuelle de la dégradation des films sera

étudiée en fonction de la concentration d’enzyniifisée et de la nature des films.
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1 Caractérisations préliminaires

1.1 Stabilité chimique des films de cellulose-XG
Il est important de vérifier, préalablement austdeenzymatiques, que la couleur des

films n’évolue pas en fonction du pH et de la foilmeique. Ceci permet de confirmer que la
dégradation du film n’est pas liée au solvant sgéilmais bien a I'action de I'enzyme. Les
films sélectionnés ((PAH-C5/XG]) (PAH-C5/XG1), (C5-XG1l) et (C5-XG1y) ont éte

immergeés a mi-hauteur pendant 1 heure dans qyats te solutions :

de I'eau déionisée seule (pH 6) ;

une solution de NaCla 0,1 M ;

une solution acide : HCl a pH 2,1 ;

une solution basique : NaOH a pH 12,7 ;
L’aspect des films obtenu apres les tests est pi@sela Figure 48.

(C5-XG1)s ‘\ (C5-XG1)s
(PAH-C5/XG1), g ‘

5 (PAH-C5/XG1),

Figure 48 : Aspect des échantillons C5-XG1 et PAH®IXG1 aprés passage dans différentes solutions. a)
NaCl 0,1 M ; b) HCI pH 2 ; ¢) NaOH pH 12 ; d) eau éionisée (pH 6).

Pour la solution acide ou en présence de sedt it@nstaté que les films gardent leur
coloration initiale et sont donc stables dans oeslitions. En revanche, les films perdent leur
coloration en présence d’'une base forte et sont dostables en milieu basique. Cette
dégradation peut étre expliquée par la cassureéggan de liaisons hydrogene en milieu
basique, a la fois entre le XG et les nanocristixellulose et entre les chaines de cellulose

qui forment les nanocristaux. Des solutions basiggent couramment utilisées pour
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'extraction des hémicelluloses de la paroi véegefalayashiet al. 1987], ce résultat n’est
donc pas surprenant.

Ainsi, les films multicouches sont stables poumlthacide et pour une force ionique
de 0,1 M alors gu'’ils sont instables en milieu Qasi Par ailleurs, les films sont également
stables en présence de tampon acétate 10 mM a (péstat non montré), solvant utilisé

pour la préparation des solutions enzymatiques.

1.2 Caractérisation de I'activité enzymatique de Ce llulyve TR par la
méthode de Nelson

Les glycosyle hydrolases sont des enzymes qui ntlives liaisons glycosidiques des
polysaccharides et liberent des extrémités rédastriLa méthode de Nelson [Nelson 1944]
permet de déterminer l'activité de cette enzyme pardosage indirect des extrémités
réductrices libérées. Le dosage de Nelson se adeesudleux étapes :

- détermination d’'une droite d'étalonnage qui étatd valeur de l'absorbance
mesurée en fonction de la concentration en extésméductrices. Cette étape est
réalisée sur des sucres monomeres.

- dosage de I'activité d’une enzyme sur un polyn{éreexcés) en solution.

Pour rappel, le katal (kat), unité d’expression’detivité enzymatique, correspond a

la quantité d’enzyme qui catalyse la libération ditl de produit par seconde. Comme nous
connaissons la quantité de produit obtenu (= nordienerémités libérées) pendant un temps

t, il est possible de retrouver la valeur de Iatéi de I'enzyme.

1.2.1 Droite d'étalonnage

L'activité du mélange d’enzymes Cellulyve TR a ééferminée sur deux substrats : le
XG et la carboxy méthyl cellulose (CMC). Comme desix composés sont constitués d’'une
chaine principale de glucose liéefem,4, une gamme étalon a été réalisée a partituhose
pour établir la droite d’étalonnage de référencerpge XG. La droite d’étalonnage obtenue
(Figure 49) va nous permettre de déterminer le merdlextrémités réductrices libérées (donc
les coupures effectuées par I'enzyme) en 10 min@eke donnée correspond a I'activité de
la solution enzymatique testée et va permettrealieuler I'activité du cocktail d’enzymes
Cellulyve TR.
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T
——y=-0.013+0.625x R=0.996

Densité Optique

(Mmol/L)

glucose

Figure 49 : Courbe de calibrage de la densité optige mesurée en fonction de la concentration en glus®.

1.2.2 Mesure de l'activité de la cellulyve TR

La solution enzymatique est préparée a partir deelulyve TR (Lyven) Son activité
a été déterminée sur le XG et la CMC uniquement laacellulose, sous forme de
nanocristaux, est beaucoup plus difficile a hydsetyque le XG.

Une solution enzymatique de Cellulyve TR a été @rép a 0,5 mg/mL et, d’apres les
données du fournisseur, son activité est d’env2gh nkat/mL. Les activités qui ont été
déterminées sur le XG et le CMC par la méthode disdwh sont respectivement de 7 et 12
nkat/mL. Il y a au moins un facteur 3 entre la dmdu fournisseur et les valeurs d’activité
déterminées. Néanmoins, nous n'avons pas d’infeomstsur la nature du substrat utilisé par
le fournisseur pour la valeur de 2,4 nkat/mL. Npasivons donc considérer que les deux
données sont du méme ordre de grandeur.

Par ailleurs, la valeur de DO minimum acceptabler gpe la mesure soit valable est
de 0,1. D’aprés la droite d'étalonnage (Figure A®)e telle valeur correspond a une
concentration de 0,2 pmol/L, c’est-a-dire que I\atd minimale qui peut étre détectée, est
d’environ 3 nkat/mL. Nous allons utiliser cette dér ainsi de comparer les sensibilités des

deux méthodes : test de Nelson et détection visdéictivité enzymatique sur les films.

2 Analyse des cinétiques de dégradation par QCM-D
Les cinétigues des hydrolyses enzymatiques ontsateies par QCM-D pour

comprendre comment I'enzyme agit sur les deux tygesfiims. La QCM-D permet
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d’enregistrer la fréquence de vibratibrde la surface du quartz et le facteur de dissip&di
associé. La variation de fréquentié enregistrée dépend de la masse de matiére présante
la surface du quartz. Dans le cas d’'un dép6ét fiigétde, la relationdF, = -nkdm (avec k une
constante qui dépend des propriétés du quamz’earmonique étudiée) permet de calculer
aisément la masse adsorbée ou dégradée a la sdudide. En revanche, dans le cas d’un
dépbt viscoélastique, la masse est déterminéegjastement des courbes par le modeéle de
Voigt [Voinova et al. 1999]. De maniere générale, une diminutiorFdedique une prise de
masse a la surface du quartz ; réciproguementaugmentation d€ est liée a une perte de
masse. Le facteur de dissipatidordonne quant a lui des informations sur la nature@pot :
rigide ou viscoélastique. Dans le cas d’'un déggitei et fin, le facteub n’évolue pas alors
gu’une augmentation de est caractéristique d’un dépbt viscoélastique.

Plusieurs études de QCM-D ont éte réalisées sdédaadation de films de cellulose
par des cellulases [Aholkat al. 2008b; Josefssoat al. 2008; Turonet al. 2008; Huet al.
2009] avec des finalités différentes : détermimaties cinétiqgues d’hydrolyse des cellulases
[Turon et al. 2008], compréhension de leur mode d’action [Jesefst al. 2008] ou encore
étude de l'influence de la structure de surfackadellulose sur l'activité de I'enzyme [Ahola
et al. 2008b]. La Figure 50 présente les courbes obteolassiquement par QCM-D pour
I'hydrolyse enzymatique d’un film de cellulose.
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Figure 50 : Courbes caractéristiques deAF (bleu) et D (rouge) obtenues dans le cas de I'dyse d'un
film de cellulose par des cellulases. La solutiomeymatique est injectée agqt

Apres l'injection de I'enzyme (), la courbe delF présente un minimurBmin a temin
puis la tendance s’inverse et la variation en feége augmente jusqu’a atteindre un plateau

(Fpiaeay- ParallelementD augmente des l'injection de I'enzyme, puis atteintmaximum
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(Dmax @ tbmax qQui coincide avec le point d’inflexion d#= (Vmay et enfin diminue vers une
valeur asymptotique.

La diminution dedF indique une prise de masse du film qui peut étngbace a
'adsorption des enzymes a la surface du film imiatéthent aprés linjection. Ensuite,
I'hydrolyse du substrat débute jusqu’a devenirHérmpmene dominant par rapport a la liaison
de I'enzyme sur le substrat (augmentatiort&@. A la fin de I'hydrolyse AF se stabilise a
une valeutFpaeauqui donne une indication sur la masse de matedet qui a éte dégradée.
Le film est alors soit totalement dégradé, soisldbstrat restant ne peut pas étre dégrade
(probléme d’accessibilité de 'enzyme par exemple).

Le signal de dissipation donne des informationsylémentaires a celles obtenues
avecdF. L'augmentation diD refléte le caractére viscoélastique de la sufatest dd a une
perturbation du film. L'interaction des enzymes @laesurface induit un relachement du film
(jJusqu'a Dmay qui coincide avec la vitesse maximale d’hydrolyke film (Vinay. Cette
déstructuration peut permettre d’'une part aux emsyde se fixer a nouveau (flux continu
d’enzyme lors de I'expérience) et d’autre part alyant (ions acétates, eau) de pénétrer dans
le film rendant cette structure plus accessible autxes molécules d’enzyme. L'intégrité du

film est ensuite détruite ce qui se traduit par dineinution de I'énergie de dissipation.

Nous allons étudier les cinétiques de dégradatimrymatique des films C5-XG1 et
PAH-C5/XG1 (rappel des structures a la Figure ml)nds a 6 solutions enzymatiques de

cellulyve TR présentant des activités différentes.

Figure 51: Structure des deux types de films étuds: A) (C5-XG1l) et B) (PAH-C5/XG1),. Les
nanocristaux de cellulose sont représentés en vele, xyloglucane en orange et le PAH en rouge.

Pour ce faire, les films C5-XG1 et PAH-C5/XG1 spri#alablement déposés par spin-
coating sur les cristaux de quartz. Ceux-ci sostiga placés dans les cellules de la QCM-D
thermostatées a 21°C, qui sont laissées sous xrdéusolvant pour que le dépot puisse se
mettre a I'équilibre. Cette étape permet de s’affrar de I'effet de gonflement des films par
le solvant qui a une influence sur le signal dsigation. Apres gonflement, les échantillons
choisis restent stables dans le solvant utilisé fEsidégradations enzymatiques, I'hydrolyse
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enzymatique des films peut donc étre étudiée. Qiseld ligne de base stabley( Dy, Figure
50), les solutions enzymatiques sont injectéesusrncbntinu (100 pL/min) dans les cellules.
La fréquence et le facteur de dissipation sorggistrés en fonction du temps pour les
6 solutions enzymatiques dont les activités sontpses entre 0,600 et 0,006 nkat/mL. La
Figure 52 présente I'évolution de la fréquendE)(et du facteur de dissipatioD) pour la
78me harmonique en fonction du temps d’hydrolyse pas films (C5-XG1y et (PAH-
C5/XG1). Ces profils ont la méme allure que ceux déjamésedans la littérature [Ahokt
al. 2008b; Turoret al. 2008]. Le profil de I'activité de 0,006 nkat/mLanpas été représente
car le profil en fréquence reste quasiment inchasgeé 'eéchelle de temps étudié. Ceci
indiquerait que I'activité des enzymes sur ce fiést trop faible pour étre détectée a cette
échelle de temps.

Enzyme (C5-XG1)s [PAH-(C5XG1)],
[nkat/ml]
AF,/7 D, (105) AF,/7 D, (10°)
240 120 240 120
220 110 220 110
200 100 200 100
180 920 180 920
160 80 160 80
140 70 140 70
120 60 120 60
0,024 % s
80 40 80 40
60 30 60 30
a0 20 40 20
20 10 20 i
° ° ° °
10 -10
00:00 10:00 20:00 30:00 40:00 50:00 00:00 10:00 20:00 30:00 40:00 50:00
temps (min) temps (min)
AF,/7 D, (10°) AF,/7 D, (10°)
240 120 240 120
220 110 220 110
200 100 200 100
180 %0 180 920
160 80 160 80
140 70 140 70
120 60 120 &0
O 1 0 6 O 100 50 100 50
80 a0 80 a0
60 30 60 30
a0 20 a0 20
20 10 20 10
° ° ° °
10 10
00:00 10:00 20:00 30:00 40:00 50:00 00:00 10:00 20:00 30:00 40:00 50:00
temps (min) temps (min)
AF,/7 D, (10°) AF,/7 D, (109%)
240 120 240 120
220 110 220 110
200 100 200 100
180 %0 180 90
160 80 160 80
140 70 140 70
120 60 120 &0
O ! 120 100 50 100 50
80 40 80 40
60 30 60 30
a0 20 a0 20
20 10 20 10
° ° ° °
10 -10
00:00 10:00 20:00 30:00 40:00 50:00 00:00 10:00 20:00 30:00 40:00 50:00
temps (min) temps (min)
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AF,/7 D, (105)
240 120
180 90
140 70
0,240 o - non réalisé

80 40

60 30

40 20

20 10

(] 0

00:00 10:00 20:00 30:00 40:00 50:00 e
temps (min)

AF,/7 D, (10°)
240 120
220 110
200 100
180 20
140 70

0,600 s non réalisé

80 40

60 30

o 0

-10
temps (min)

Figure 52 : Variation de fréquence #F-/7, bleu) et de dissipation 4D, x 1Cf, rouge) pour les films (C5-
XG1)s et (PAH-C5/XG1), traités avec la Cellulyve TR dont I'activité est omprise entre 0,024 nkat/mL et
0,600 nkat/mL. Les profils de la fréquence et de ldissipation sont les 7émes harmoniques (35 MHz)
normalisées. Les solutions d’enzymes sont injectéas, = 7 min.

Activité 6

: . AF,/7 au 6 . D, (x 10°)

erzﬁykr;?#]il;e Fmin (HZ) tFmin (mln) plateau (HZ) D7max (X 10 ) tDmax (mln) au plateau
0,024 - 194,2* 51,5 294 31,0*
0,060 9,0 202,6* 43,3 33,4 35,0*
0,120 - 200,0* 38,2 20,0 13,0*
0,240 -7,45 7,5 169,0* 51,0 17,1 28,0
0,600 -7,45 4,5 189,0 49,7 9,5 15,0

Tableau 14 : Valeurs caracteéristiques des profilsel QCM-D pour les 5 activités enzymatiques testéesrs
les films (C5-XG1) pour la 7°™ harmonique. AF (plateau) est mesuré a 82 minutes environ. (*) pleau

presque atteint.

Activité 6
) . AF,/7 au 6 . D7 (x 10°)
erzﬁykgl?r?]?_l;e l:min (HZ) tFmin (mm) plateau (HZ) D7ma>< (X 10 ) tDmax (mm) au plateau
0,024 - 98,0 7,4 22,7 6,0
0,060 - 139,5 13,2 13,6 1,0
0,120 - 116,2 2,9 5,7 -5,0
0,240 - - - - -
0,600 - - - - -

Tableau 15 : Valeurs caractéristiques des profils&l QCM-D pour les 5 activités enzymatiques testéesrs
les films (PAH-C5/XG1), pour la 7°™ harmonique. AF (plateau) est mesuré a 89 minutes environ.
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2.1 Influence de I'activité de la solution enzymati  que

La Figure 52 montre que l'allure de courbes Afe et D évolue en fonction de
I'activité et/ou la concentration des solutions yenatiques. En premier lielmi, n'est pas
observée pour les activités plus faibles et apparagjuement au-dela de 0,120 nkat/mL. Le
minimum se situe alors vers des temps plus coligbl¢au 14) lorsque la concentration en
enzyme augmente. Ceci indique qu’a forte conceatrata surface du film est rapidement
saturée Kmin) par I'adsorption d’enzymes. Lorsque la conceitratliminue, il faut plus de
temps pour recouvrir la totalité du film, ce quitsmduit par I'apparition dé&nmi, a des temps
plus longs. Enfin, aux plus faibles concentratidagjuantité d’enzymes adsorbée semble trop
faible pour étre détectée et/ou le signal de fragedié a I'adsorption de I'enzyme est
contrebalancé par le phénomene de dégradationnalu fi

En ce qui concerne les valeursFgeau il apparait que celles-ci sont du méme ordre
de grandeur (respectivement de 191 Hz pour C5-XiGle€l18 Hz pour PAH-C5/XG1, en
moyenne) quelle que soit la concentration d’enzymgxtée (Tableau 14 ; Tableau 15). Le
plateau n’est pas tout a fait atteint dans certe@itss mais il est probable que les valeurs de
plateau associées soient du méme ordre sur undéeédbeemps plus longue. On peut donc
conclure que la concentration d’enzyme ne doit @asir d’influence sur la quantité de
matiére finale dégradée. Le substrat est alors rtlyit limitant pour la dégradation

enzymatique.

Par ailleurs, pour un type de film donné, les wededeDnax SONt également dans la
méme gamme pour toutes les concentrations d’enzfressectivement environ 47 4lpour
C5-XG1 et environ 7,8 four PAH-C5/XG1). Ainsi, les enzymes déstructuraque film
de la méme maniere. Parallelement, lorsque la cdrate®n enzymatique augmeni®yax est
atteint plus rapidement (9 min au lieu de 29 mirurpée film C5-XG1). Ainsi, la
déstructuration du film liée a 'action des enzynmsrvient plus rapidement. Ceci signifie
gue la cinétique d’hydrolyse est plus rapide loestjactivité ou la concentration en enzymes
est plus élevée.

Enfin les valeurs d®yjaeau diminuent lorsque la concentration d’enzyme augmen
jusqu’a devenir, dans certains cas, inférieuresué Valeur initiale. Ceci signifie que le film
est moins viscoélastique (ou plus rigide) que gahigitial, c’est-a-dire avant I'injection de la
solution enzymatique. Comme il est peu probable lgudgm se soit rigidifié (en éliminant
des molécules d’eau par exemple), la quantitélaeviscoélastique doit alors étre plus faible.

Ce phénomene va dans le sens d’'une dégradatialmdu f
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2.2 Influence du type de film

Bien que de construction différente, les films (€051)s et (PAH-C5/XG1) ont des
épaisseurs totales similaires, de I'ordre de 90 Néanmoins, les comportements enregistrés
vis-a-vis de la dégradation enzymatique sont difiés.

Pour les deux types de filmByi, n'est pas observée lors de l'injection des sohgio
enzymatiques dont l'activité est inférieure ou égal 0,120 nkat/mL. Par conséquent, le
processus de dégradation des films est prépondguamé signal de fréquence par rapport a
l'interaction des enzymes avec le substrat. Leséles dont nous disposons sont insuffisantes
pour permettre de tirer des informations suppléaiesg de-min.

Par ailleurs, les valeurs @gjaeauSONt environ 2 fois plus élevées pour (C5-XGfe
pour (PAH-C5/XG1). La quantité de matiere dégradée est donc plusriante pour le film
(C5-XG1)y. Ce phénoméne peut étre da a la présence de PAdupucette molécule ne
posséde pas de liaisons glucosidiques. Etant dolanépécificité de I'action des enzymes
[Zhanget al. 2006], les cellulases ne peuvent pas franchialadre que représente le PAH.
La quantité de substrat disponible est donc plidefaur le film (PAH-C5/XG1) que pour le
film (C5-XG1)s, Si I'on considéere gu’'une seule couche de C/XGdégradée dans le cas de
(PAH-C5/XG1), ces résultats sont cohérents avec I'analyse dguature interne des films

réalisée en réflectivité de neutrons.

En ce qui concerne les valeursBig., celles-ci sont de I'ordre de 47 ®1four (C5-
XG1)s tandis quéDmaxest de 7,8 10en moyenne pour (PAH-C5/XGl)la déstructuration du
film par I'enzyme est plus de 5 fois plus imporeapour les films (C5-XG3%)que pour les
films (PAH-C5/XG1). Puisque les épaisseurs des films sont similaateta densité de
matiere est identique, on s’attend a retrouver astefir 2 entre le®na Cependant, la
composition chimique et I'organisation des coucB#¥G en mélange impliquerait que le
film (PAH-C5/XG1), ait des propriétés de gonflement plus importantes kg film (C5-
XG1)s. Les processus de dégradation doivent donc étézetits :

- pour le film (C5-XG1y, la premiéere étape est la pénétration de I'enzglares la
structure conduisant a une couche gonflée donc ypkmoélastique. Ce n’est
gu’'apres I'hydrolyse d’'un certain nombre de chaidesXG que la structure est
deétruite. En effet, il y a un temps de latence gaugmentation de F pour (C5-

XG1l)s alors que la dissipation augmente immédiatemenesag’injection
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d’enzyme. Cela s’explique par une ouverture deriactire et I'’hydratation sans
perte de matériel.

- Pour le (PAH-C5/XG1) la dissipation augmente peu car la couche est ti€$
gonflée en accord avec les résultats de réfleétide neutrons et I'hydrolyse ne

modifie pas (ou peu) les propriétés mécaniquedimu f

Par ailleursipmax peut fournir des données d’ordre cinétique :avere queDmax €St
atteint plus rapidement pour le film (PAH-C5/XGXue pour le film (C5-XGZ%) Les
cinétigues de gonflement du film par I'enzyme plasrfilms (PAH-C5/XG1) sont donc plus
rapides. En effet, dans (PAH-C5/XGlles nanocristaux de cellulose et le XG sont dépos
sous forme de mélange. Cette couche est principatcomposée de XG lorsque le film est
sec (60% en volume et 29% de nanocristaux de osé)l d’apres I'analyse des résultats de
réflectivité de neutrons. Par ailleurs, I'étudefitin (PAH-C5/XG1), en solution a montré que
le film gonfle de 115% et contient 69% d’eau. Lantinaison de la forte proportion de XG,
plus facile a dégrader que les nanocristaux dalos#, et du gonflement important du film en
solution rend celui-ci plus accessible aux enzyresplus, la quantité de substrat disponible
est plus faible sur le film (PAH-C5/XG4)du fait de la présence de couches de PAH
intermédiaires (épaisseur de l'ordre de 2 a 3 n@®s deux parameétres entrainent une
cinétique de dégradation plus rapide.

En revanche, le film (C5-XG4d st composé de couches alternées de nanocristaux d
cellulose (43%) et de XG (36%). La proportion denog@istaux de cellulose est plus
importante que dans le film (PAH-C5/XG1PDe plus, le film C5-XG1 gonfle moins que
PAH-C5/XG1 (gonflement de 85%), I'enzyme doit dgréalablement désorganiser le film
pour pouvoir le dégrader. De plus, puisque la gteade nanocristaux de cellulose est élevée,
le film doit étre globalement plus difficile a hydlyser par 'enzyme, ce qui doit ralentir son

action.

2.3 Conclusion

Il ressort de cette étude deux phénomenes primcip&n premier lieu, la
concentration en enzyme influence essentiellem&ntinétigue d’hydrolyse. En effet, les
guantités de matiere dégradée sont du méme ordgeaddeur pour chaque type de films et

pour des temps suffisamment longs.
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Deuxiemement, les deux types de structures @g8ig€5-XG1 et PAH-C5/XG1) ont
des comportements différents vis-a-vis de I'attagneymatique. Les cinétiqgues d’hydrolyse
de (C5-XG1) sont notamment plus longues que celles de (PABKGY),. En effet, cette
structure est plus compacte et nécessite le clidageombreuses chaines de polysaccharides
par les enzymes avant la destruction du film. Res,pga quantité de matiere dégradée est plus
élevée pour les films (C5-XGlgue pour les films (PAH-C5/XG3) ce qui conforte l'idée
gue l'action des cellulases est stoppée par laeepoésd’'une couche de PAH, dans le cas de
(PAH-C5/XG1).

3 Détection visuelle de I'activité enzymatique sur les films
multicouches de cellulose-XG

Afin de pouvoir comparer le comportement des dggpes de films, nous avons
choisis des échantillons de couleur bleue donalsgeur est de I'ordre de 160 nm. Les films
utilisés sont composés de 8 bicouches dans leecf85XG1) et de 5 bicouches dans le cas
de (PAH-C5/XG1). Nous avons utilisé les mémes commatons de solutions enzymatiques
gue pour les expériences de QCM-D. L'étude estséaldans les conditions qui permettent
une activité optimale de I'enzyme (pH 5 et 50°@) A de chaque solution enzymatique sont
donc déposés sur les films, qui sont ensuite pladé&uve a 50°C pendant 3, 5, 10 et 15 min
puis rincés abondamment. La Figure 53 présenteisiposition des gouttes de solutions

d’enzyme sur les films selon leur activité.

0,6 nkat/mL 0,24 nkat/mL

0,06 nkat/mL . [JEEES 0,12 nkat/mL

0,006 nkat/mL

Figure 53 : Disposition des gouttes de solution eyinatique selon leur activité.

L’étude de la dégradation enzymatique a égalemneffectuée sur les échantillons
(C5-XG1) et (PAH-C5/XG1). Les deux types de films ont une méme épaisselomdiee de
90 nm de couleur brune. lls présentent respectiaeteeméme comportement vis-a-vis des
attaques enzymatiques que les échantillons (C5-X&1(jPAH-C5/XG1). Nous présentons

par la suite uniqguement les résultats obtenusesuilins de couleur bleue.
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3.1 Dégradation enzymatique des films (C5-XG1) g

La Figure 54 montre l'aspect des films (C5-XgHvant et apres le dépdt des
solutions enzymatiques. L'observation des attagmeymatiques des échantillons (C5-Xg1)
montre I'apparition de taches, qui sont liées o&ctidté des solutions enzymatiques
correspondantes.

(C5-XG1)s

Avant test

Apres test

Figure 54 : Photos des films (C5-XGZ})avant et apres attaques enzymatiques a 3, 5, 101& min pour les
6 concentrations d’enzyme.

Au bout de 3 min, trois taches sont observéesodéeuar grise (surface du silicium),
bleu foncé et bleu intermédiaire et correspondespectivement aux activités de 0,600, 0,240
et 0,120 nkat/mL. A 5 min, le support est visibmuples activités a 0,600 et 0,240 nkat/mL
tandis que une tache bleu foncé apparait pour Onka0@mL et une tache bleue de faible
intensité apparait pour 0,060 nkat/mL. Puis a 18, i@ surface est visible pour les trois
premiéres concentrations et une tache un peu ptease est observable pour l'activité de
0,060 nkat/mL. Enfin, la surface du silicium edilsle pour les 4 activités les plus élevées au
bout de 15 min, une tache bleu foncé et une taeheiniense sont observées correspondant
respectivement aux activités 0,024 et 0,006 nkat/mL

Les couleurs observées dépendent de l'activitBedeyme et de son temps d’action
sur le film. Lorsque I'enzyme dégrade tout le filia, couleur passe du bleu ciel au gris.
Cependant, des taches de couleurs intermédiaitea (air ou bleu foncé) apparaissent
lorsque les temps et/ou concentrations ne pernigiies) une attaque jusqu’'a la surface du
support. L'attaque se fait donc sur toute I'épaisshi film dans le cas des échantillons (C5-
XG1)g faisant apparaitre la surface du support dés 3 min

Si I'on se place dans les mémes conditions d’Hydeoque celles utilisées pour la
méthode de Nelson (temps d’hydrolyse de 10 mindefssibilité du test visuel est jusqu’a 50
fois supérieure. Cette sensibilité peut encore étrgmentée en allongeant les temps de
contact entre la solution enzymatique et le filrar Exemple, la sensibilité est améliorée de
150% en passant de 10 min a 15 minutes de contact.
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3.2 Dégradation enzymatique des films (PAH-C5/XG1) 4

En ce qui concerne les échantillons (PAH-C5/XGE)gure 55), le comportement est
différent. La surface du support de silicium n'gsts observée quel que soit le temps
d’hydrolyse étudié. L’activité enzymatique est déte par des taches semblables de couleur
bleu foncé. Les activités de 0,600 et 0,240 nkatsuoht détectées au bout de 3 min, puis
l'activité de 0,120 nkat/mL est détectée a 5 minydrolyse. Enfin, les activités de 0,060 et
0,024 nkat/mL sont visibles au bout de 15 min. &ranche, I'activité de 0,006 nkat/mL n’est

jamais observée sur la durée d’hydrolyse étudiée.

(PAH-C5/XG1)4 3 min

5 min 10 min . 15 min

Avant test

Aprés test

Figure 55 : Photos des films (PAH-C5/XGl)avant et apres attaques enzymatiques a 3, 5, 101 min
pour les 6 concentrations d’enzyme. Le cercle noiindique la présence d'une tache liée a une attaque
enzymatique.

Dans le cas des échantillons (PAH-C5/X&1 coloration obtenue apres I'attaque
enzymatique reste d'un bleu, plus ou moins integsels que soient les concentrations et les
temps appliqués. Les hydrolyses semblent étre &aspa un méme niveau de profondeur de
couleur bleu foncé. Cette couleur correspond aapaésseur de I'ordre de 120 nm, ce qui
équivaut & 3,5 bicouches de PAH-C5/XG1 (Chapitrell2semble donc possible que les
enzymes soient stoppées par la couche de PAH ldes iPAH-C5/XG1). Cela confirme
bien donc le réle du PAH comme barriére vis-a-\8s dnzymes et la surface du support ne
serait donc jamais atteinte quel que soit le tediipgdrolyse étudié.

Comme pour les films (C5-XG4,)la sensibilité de détection est 50 fois supéeeur
celle de la méthode de Nelson [Nelson 1944] damsniémes conditions d’hydrolyse et peut
étre augmentée avec les temps de contact enzyraatub

3.3 Spécificité de la détection visuelle sur les fi  Ims multicouches
La Cellulyve TR est constituée d'un mélange deutetles non purifiées. Il est

possible que d’autres composés que les cellulagsseat sur les films et les dégradent. Afin
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de vérifier que c’est bien I'enzyme active qui dietg les films, 10 pL d’enzyme inactivée
(ttmoin) sont déposés sur les films pendant 15 teéndle témoin est obtenu en chauffant la
solution d’enzyme (2,4 nkat/mL) a 110°C pendane@rhs. Aucune trace liée au témoin n’est
observée pour I'échantillon (PAH-C5/XGliandis qu’'une trace de tres faible intensité est
visible pour (C5-XG1g (Figure 56). Cette trace est beaucoup moins iatehgst négligeable
par rapport aux résultats obtenus avec I'enzymigeadte changement de couleur est donc

bien d0 a l'activité de I'enzyme.

Avant test | Aprés test
(PAH-C5/XG1),

Figure 56 : Test permettant la vérification que laCellulyve TR désactivée n’agit pas sur des films @H-
C5/XG1),et (C5-XG1).

4 Conclusion

L’'analyse des hydrolyses enzymatiques par QCM-Daoatré que les cinétiques de
dégradation de (C5-XG4)sont plus longues que celles de (PAH-C5/XGDjune part, la
pénétration de cette structure par I'enzyme est lifficile et nécessite le clivage de
nombreuses chaines de polysaccharides par les eaaiant la destruction du film. D’autre
part, la quantité de matiere dégradée est plusélpour les films (C5-XG4) De plus,
(PAH-C5/XG1) contient plus de XG et posséde une structure yplksoélastique, ce qui
facilite la dégradation du film par I'enzyme. Pdlears, la quantité de matiére dégradée plus
faible conforte I'idée que I'action des cellulas=st stoppée par la présence d’'une couche de
PAH, dans le cas de (PAH-C5/XG1)

Les cinétigues observées par QCM-D sont beauclusplgngues que les tests visuels
de dégradation enzymatique des films multicoucBesi est di au fait que les expériences de
QCM-D sont réalisées a 21°C qui ne correspond pasempérature d’activité optimale de la
Cellulyve TR (50°C).
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Les difféerentes expériences ont montré qu’il eestsible de détecter I'activité
enzymatique des cellulases sur des dépbts nangomedricomposés de nanocristaux de
cellulose et de XG. Pour les mémes conditions dgpéeature et de temps d’hydrolyse que
celles de la méthode de Nelson, il est possibléatecter une activité de 0,06 nkat/mL, et ce
avec les deux types de films. La sensibilité du vesuel est 50 fois supérieure a celle de la
méthode de Nelson, classiquement utilisée pourrdeseactivités des glycosyle hydrolases.
Cette sensibilité peut étre modulée en faisanevées temps de contact avec la surface, c’est-
a-dire en jouant sur les cinétiques d’hydrolyse.

De plus, les tests visuels montrent une hydrotgsepléte des films (C5-XG1), tandis
gue l'attaque sur les constructions (PAH-C5/XG1) st®ppée a une certaine épaisseur,
laissant toujours apparaitre la méme couleur. leasx anodeles ont donc un comportement
différent mais peuvent étre complémentaires. Lastantion PAH-C5/XG1 donne une
réponse « oui/non » et offre la possibilité de simola couleur désirée aprés dégradation
enzymatique. Parallelement, la construction C5-Xg@&tmet d’observer, pour un temps
d’attaque donnée, un gradient de couleurs en famcte I'activité de 'enzyme. En réalisant
des études systématiques supplémentaires, il g@yadible d’attribuer une couleur a une

activité de maniére quantitative.
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Chapitre V— Résultats préliminaires sur la détection d’aévenzymatique d’'un autre
systéme enzyme/biopolymeére.

Chapitre V
Résultats préliminaires sur
la detection d’activité enzymatique

d’'un autre systeme enzyme/biopolymere
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Chapitre V— Résultats préliminaires sur la détection d’aévenzymatique d’'un autre
systéme enzyme/biopolymeére.

Nous avons vu gu’il est possible de détecter d#sites de cellulases sur des films
multicouches composés de cellulose et de xylogkicha méthode de fabrication des films
est fondée sur linteraction spécifique entre léoglucane et la cellulose. Afin de décliner
cette méthode de détection a d’'autres systemeslgiopres/enzymes, nous avons souhaité
développer une méthode de fabrication de films réslgplus générique. Pour cela, nous
souhaitons étudier la construction de films de obipmeres stabilisés par une résine
mélamine-formaldéhyde. L'avantage de cette méthesteque les résines sont trés peu
spécifiqgues et peuvent réagir avec différents tygegonctions chimiques (alcool, amine,
acide). D’autre part, la réticulation ne se proghais a température ambiante, ce qui permet de
mettre en ceuvre la couche. La réticulation estiiaghar augmentation de la température (80-
120°C). Bien que cette gamme de température smité| elle n'affecte pas la structure des
biopolymeres. La méthode est donc potentiellemeliaable a une large gamme de
biopolymeres. Un grand nombre de dispositifs dedati&tn pourront étre produits si les trois
conditions suivantes sont respectées :

- les couches déposées devront étre assez épassegpermettre I'apparition de
couleur(s) ;

- le film devra étre stable dans différentes coods de milieux ;

- 'enzyme devra étre capable d’hydrolyser le bigmére malgré la présence de la
résine.

Afin de démontrer la validité de cette méthodeyshavons choisi comme systeme
modele la dégradation enzymatique de fiims dambjfane. Cette catégorie de
polysaccharides fait partie d'une des principatasilies d’hémicelluloses : les xylanes. Cette
famille représente le deuxieme polysaccharide e pbondant dans la nature et constitue un
tiers du carbone renouvelable disponible sur Ti@rade 1995].

La structure primaire des xylanes est constitué® dquelette de monomeres de
xylopyranose liés efi-1,4. Ce squelette peut étre substitué, par degpgroents 4-O-méthyl-
D-glucuronique sur I'O-2 de certains résidus xylesy{xylanes acides) ou par des résigus
L-arabinofuranosyles en O-2 ou O-3 (arabinoxylariesproportion des substituants varie en
fonction du tissu et de I'origine botanique. Entjgaitier, les arabinoxylanes présents dans les
tiges de graminées ou de feuillus sont faiblemamifiés et ont tendance a s’associer
[Courtin et Delcour 2002]. Cependant, les arabitemxgs présents dans le grain de blé sont
fortement ramifiés et donc plus faciles a solubiligCourtin et Delcour 2002]. C’est la raison
pour laquelle I'arabinoxylane de blé a été utipe@r la réalisation des films et I'étude de leur

dégradation enzymatique.
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Les chaines de xylane peuvent étre dégradéesesaglgcosidases qui catalysent
I'hydrolyse des liaisons 1,43-D-xylosidiques pour produire du xylose. En partieulles
endol,4$-D-xylanases, qui ont des origines essentiellemergifues [Belanciet al. 1995]
ou bactériennes [Sunna et Antranikian 1997], clivies chaines de xylane de maniere
aléatoire. Ces enzymes sont donc appropriées podédradation des arabinoxylanes. Pour
cette étude, I'enzyme choisie est la xylanase Mégatyme) issue derichoderma viride

Les films que nous allons utilisés sont constitliéme monocouche d’arabinoxylane
neutre mélangés a une résine meélamine formaldédpyidpermet de stabiliser le film sur un
support de silicium. Comme pour les films consstude cellulose et de xyloglucane, la
stabilité du film a été testée visuellement et dasibilité de I'hydrolyse des films par la
xylanase a été comparée a la méthode de Nelson.

1 Construction et stabilité des films

La stratégie de stabilisation des films d’arabilare (AX) est différente de celle des
films multicouches de C-XG. En effet, dans le cas films de C-XG, les fortes interactions
existant entre la cellulose et le XG font que Il fest stable en solution acide ou neutre et en
présence de force ionique. Dans le cas des AX,&pdtdest réalisé par spin-coating sur un
support de silicium mais aucune interaction ené® dhaines de xylanes et le support ne
permet de stabiliser la couche. Ainsi, dés queef@tiest en solution, I'AX va se solubiliser et
entrainer la destruction du film. En revanche, épat d'un mélange d’AX et d’'une résine
mélamine-formaldéhyde permet, apres réticulatioretee derniére, de créer un réseau dans
lequel les molécules d’AX vont étre immobilisée®tt€ méthode a déja été utilisée pour la
fixation de film de chitosane [Schauet al. 2003] ou de dérivés de cellulose [Ducétéal.
2005]. La résine que nous avons utilisée est usiegéydrosoluble mélamine partiellement
méthylée en présence de formaldéhytResimene AQ-7550, INEOS Melamines) qui permet
de réticuler les chaines de xylanes en réagissatt s groupements hydroxyles. Cette
réticulation se réalise via des réactions de cosateon dans lesquelles se forment des ponts
éther et méthylene [Dunky 2004] (Figure 57).

R—CH,0OH + R'—NH, T R'—CH2—NH—R"

R'—CH,OH + R'—CH,OH—®» R'—CH2—R"
- H,O

- CH,O

Figure 57 : Condensation des molécules par la fornian de pont éther et/ou de pont méthyléne.
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La réticulation doit permettre de stabiliser lenfilorsqu’il sera en contact avec la
solution test mais devra étre dégradé en présetmeyne. Il est donc important de
déterminer la concentration de résine qui permestdeiliser le film en solution tout en

laissant 'AX accessible a 'enzyme pour visualisen action.

1.1 Influence de la nature de I'AX utilisé

Avant de tester la stabilité des films en fonctthnpH et de la force ionique (comme
cela a été realisé precédemment sur les films B&nous avons veérifié que les films d’AX
sont bien stables dans I'eau. Les dépbts ont éléséé a partir de solutions d’AX a 15 g/L
contenant 20% de résine. Deux types d’AX ont atéliés : un AX de viscosité moyenne (22
cSt, noté AX-MV) et un autre AX de viscosité plusv&e (47 cSt, noté AX-HV). Puisque les
films sont réalisés par spin-coating, I'intérétfdige varier la viscosité est de pouvoir moduler
I'épaisseur des films (et donc la couleur du dépot)r une concentration donnée [Norrnen
al. 2005]. La Figure 58 représente I'allure des delmxsfavant et aprés immersion dans I'eau
déionisée. Avant le passage dans l'eau, le filmXdMV présente une couleur bleue et
homogene et reste homogéene apres le passage dansDans le cas du film d’AX-HV, le
film est globalement jaune mais moins homogéne lgudm d’AX-MV. De plus, apres le
passage dans l'eau, le film a perdu sa couleurjgaur devenir plus bleu. Cette variation de

couleur est certainement due a une diminutionéjgaisseur du film et donc a la perte d’AX.

AX-MV AX-HV
Aprés immersion

Film initial Film initial Apres immersion

dans I'eau dans I'eau

Figure 58 : Allure des films composés d’AX a 15 g/let de 20% résine avant et aprés immersion dans
I'eau. A droite : films d’AX moyenne viscosité ; agauche : films d’AX haute viscosité.

Le film d’AX-HV est donc beaucoup moins stable siirau que le méme film réalisé
avec AX-MV. Cette instabilité doit étre liée a lessosité plus importante du AX-HV. En
effet, puisque la viscosité de I'AX est plus élevé® masse molaire doit également étre plus

importante. Ainsi, pour la méme concentration queMYV, les molécules d’AX-HV doivent
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former de plus gros agrégats, limitant donc lacudgition de la résine. Le film d’AX-HV est
alors moins bien stabilisé que le film d’AX-MV. Paonséquent, la suite de I'étude sera
réalisée a partir d’AX-MV uniguement.

1.2 Influence de la concentration de résine

A lissu des résultats précédents, nous avonddéatiétudier les films d’AX-MV et
de déterminer la quantité de résine la plus adguiée stabiliser les films tout en permettant
la détection d’'une activité enzymatique. Les taestst réalisés sur des films contenant 5, 10,
15 ou 20% de résine.

Comme pour les films de C-XG, les films d’AX-MV #omis en contact avec des
solutions de NaCl a 0,1 M, de HCl a pH 2 et de Nag®DpH 12 (Figure 59) pour déterminer
leur stabilité vis-a-vis de la force ionique etid. Par ailleurs, la xylanase est diluée dans du
tampon acétate a 10 mM pH 5 ; ce solvant doit darssi étre testé pour vérifier qu’il n'est
pas a l'origine de la dégradation du film.

- -

Macl ——»| & HCI

|
NaOH ————® UD : Tatmpon acéiate

Figure 59 : Disposition des gouttes de solution pole test de stabilité.

La Figure 60 représente les tests de stabilitédearfilms d’AX-MV a 15 g/L pour
différentes concentrations de résine. Pour un pogage de résine inférieur ou égal a 15%,
un changement de couleur apparait a I'emplacemesntdépdts et devient moins intense
lorsque la concentration en résine augmente.

Par ailleurs, quelle que soit la concentrationrégine, une tache persistante est
observée au niveau du dép6t de la solution aciéei Qeut étre dd au fait que I'AX est
hydrolysé en présence d’acide. Il faut donc preese précautions, et utiliser 'enzyme dans
un milieu peu acide. Néanmoins, le tampon acétiliséupour la dilution de la xylanase ne
dégrade pas le film lorsqu’il y a au moins 15 %résine. L'enzyme peut étre diluée dans du
tampon acétate a pH 5, pH pour lequel I'activité'dazyme est optimale. Les attaques
enzymatiques seront donc réalisées sur les filmgposés d’AX-MV a 15 g/L et de 15% de

résine.
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5% résine 10% résine 15% résine 20% résine

Test de
stabilité

Allure des
films apres
test

Figure 60 : Tableau représentant les tests de stdié des films AX-MV a 15 g/L pour différentes
concentrations de résine.

2 Mesure de l'activité de la xylanase par la méthod e de
Nelson

Avant de réaliser les expériences de dégradatsrfilins, I'activité de la xylanase a
été vérifiee par la méthode de Nelson sur deuxtatbgAX-HV et AX-MV) a partir de deux
solutions enzymatiques diluées au 18@t au 2008™ D'aprés les données du fournisseur,
la xylanase pure a une activité de 38 000 nkat/orlI’aX de blé. L'activité a été mesurée
pour deux solutions enzymatiques diluées afin dalceler I'activité de la xylanase pure. La
valeur obtenue est d’environ 32 000 nkat/mL quidesinéme ordre de grandeur que la valeur
donnée par le fournisseur (Tableau 16). L’enzyntedeac bien active et peut étre utilisée
pour tester les films d’AX.

Activité mesurée pour chaque Activité de la xylanase pure
dilution (nkat/mL) (nkat/mL)

AX-HV
Dilution au 1000°™ 32 31 889
Dilution au 2000°™° 16 31943

AX-MV
Dilution au 1000°™ 33 32828
Dilution au 2000°™ 19 37 080

Tableau 16 : Activités enzymatiques de la xylanas#terminées par la méthode de Nelson sur les AX-HV
et AX-MV.

2.1 Sensibilité de la dégradation enzymatique
Pour vérifier que I'enzyme désactivée n'a pasfdtefur le film de AX-MV, celui-ci
est mis en contact avec 10 puL de solution enzymatiet 10 pL de I'enzyme inactivée

(témoin) sur les films (Figure 61). Les solutiorsxylanase sont diluées au 1/286ae qui
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correspond a une activité de 16 nkat/mL. Le filnh l@en dégradé au niveau du dépdt de
'enzyme active (Figure 61) et il n'y a pas de &digée au témoin. Ainsi la dégradation du

film est bien liée a une hydrolyse enzymatique.

Test enzymatique Résultat apres ringage

Figure 61 : Tests enzymatiques réalisés sur lesrfis d’AX-MV a 15 g/L (15% de résine). E = enzyme ; E
témoin.

Afin de connaitre la sensibilité de détection filess d’AX, la solution enzymatique a
été diluée de maniére a diminuer son activité. Rudifutions ont été testées, a savoir 1,6,
1,6.10%, 1,6.10 et 1,6.10° nkat/mL. Pour plus de commodité, la nomenclatuilsée des
solutions est indiquée au Tableau 17.

Nom des solutions Dilution Activité enzymatique (nkat/mL)
S1 20 000éme 1,6
S2 200 000éme 1,6.10"
S3 210° 1,6.107
S4 210’ 1,6.10°

Tableau 17 : Dénomination des solutions de xylanasa fonction de leur activité enzymatique.

La Figure 62 représente l'allure du film d’AX-MV X6 g/L contenant 15% de résine
en présence des différentes dilutions de la xy&mas ont agit pendant 3 minutes et apres
ringage. Toutes les dilutions ont laissé une empeeiur le film, dont I'intensité diminue avec
la concentration de I'enzyme. Par ailleurs, la ¢éachrrespondant & la solution S4 (1,6°10
nkat/mL) est de faible intensité et est semblaldelie laissée par le témoin. Par conséquent,
le film peut détecter une activité enzymatique gie1D? nkat/mL (solution S3). Pour rappel,
la résolution limite de la méthode de Nelson edtatdre de 3 nkat/mL. Le test enzymatique

sur les films nanométriques est donc jusqu’a 18)dhus sensible que la méthode de Nelson.
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Test enzymatique avec différente dilution Résultat apres ringage

st —» W

4 —» i‘ (N <«—— Témoin

Figure 62 : Effet des différentes dilutions de layanase sur les films d’AX-MV a 15 g/L contenant 1% de
résine.

2.2 Conclusion

Les résultats obtenus montrent que notre méthedmgi de détecter des activités
enzymatiques 50 a 190 fois plus faibles que ceflesurées par la méthode de Nelson, et ce
en utilisant une méthode robuste et rapide a mettr@euvre. De plus, des tests préliminaires
ont été réalisés sur d’autres types de polysacdsmmet des protéines (pectine, albumine de
sérum bovin (BSA)). En ajustant la quantité derm@si incorporer dans le film pour chaque

macromolécule, une activité enzymatique a été thigec
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Ce chapitre comporte 3 parties : la premiere @gmésente les matériaux utilisés, les
protocoles expérimentaux de préparation des natagk de cellulose hydrogénée et
deutérée ainsi que les techniques de caracténgaltigsico-chimiques et morphologiques des
matériaux utilisés. Nous nous focaliserons enssuteles techniques de caractérisation des

films multicouches, puis sur la caractérisation diégradations enzymatiques.

1 Préparation des solutions et caractérisations phy sico-
chimiques

1.1 Produits intervenant dans la réalisation des fi  Ims

La poly-L-lysine (PLL; Mw = 40000 — 60000 g/molDP = 200-280) et le
chlorhydrate de poly(allylamine) (PAH ; Mw ~ 56090nol) sont commercialisés par Sigma-
Aldrich et ont été utilisés sans purification su@péntaire. Toutes les solutions de polyméres
ont été réalisées a une concentration de 0,5 gartr d'eau déionisée a 18,2(Mobtenue
par le systéme de purification Milli-Q (Millipore).

La résine mélamine formaldéhyd&®esimene AQ-7550 (78%), fournie par Ineos
Melamines, est utilisée pour la stabilisation dedpals d'arabinoxylane. Les deux
arabinoxylanes utilisés sont issus du blé et prmeat de Megazyme. Un des arabinoxylanes

posséde une viscosité moyenne (22 cSt) et I'auteeviscosité élevée (47 cSt).

1.2 Enzymes

Les différentes enzymes qui ont été utilisées miEtecter une activité enzymatique

sur les dépbts en couche mince sont :

- une B-endo-xylanase M1 (210 U/mg sur l'arabinoxylane dé; 2300 U/mL ;
Megazyme) ;

- une B-endo-glucanase issue d’espécesTdiehoderma(47 U/mg; 500 U/mL ;
Megazyme) ;

- un mélange commercial : Cellulyve TR sous forragpdudre constituée de 134
endeD-glucanase, de cellobiohydrolase et de cellobiasaes delrichoderma
reesei(4880 nkat/g, 49 mg/g de protéine ; Lyven).

Les solutions enzymatiques sont préparées datentphon acétate 10 mM dont le pH

est fixé de maniere a obtenir le maximum d’actieigymatique (pH 5).
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1.3 Suspensions de nano-cristaux de cellulose

1.3.1 Préparation des suspensions de whiskers
La préparation des nanocristaux de cellulose resgginée d’'un protocole décrit par
Revolet al.[Revol et al. 1992] et a été réalisée a partir de feuilles gegpaVhatman de type

20CHR, constitué de coton extrémement pur.

1.3.1.1 Repulpage de la cellulose

Une feuille de papier représente environ 25 gealellose. Celle-ci est préalablement
repulpée dans de I'eau MilliQ avant hydrolyse. Poaifaire, une feuille de papier est coupée
en petits morceaux et mélangée a 900 mL d’eau d&enLe tout est ensuite mixé au Waring
blender jusqu’a I'obtention d’un ensemble homogérmeconcentration en cellulose repulpée

est d’environ 2,8 % en masse.

1.3.1.2 Hydrolyse de la cellulose

250 mL (soit 7 g) de cellulose repulpée sont @adans un ballon, auxquels sont
ajoutés goutte a goutte 175 mL d’acide sulfuriqu@sé sous agitation et dans un bain de
glace. La concentration finale en acide sulfurigged’environ 52% en volume. Le mélange
est ensuite laissé sous forte agitation et chaddfiés un bain d’huile & 70°C pendant 40
minutes. La suspension change de couleur au ceulbydirolyse : elle passe du blanc a une
teinte ivoire en fin d’hydrolyse. L’hydrolyse esbppée en diluant la solution 10 fois avec de

I'eau ultrapure.

1.3.1.3 Dispersion en milieu aqueux et purification

La cellulose hydrolysée est ensuite centrifug&® 800 tours/min pendant 10 minutes
a 20°C, afin d’éliminer la plus grande quantitécitie. Le culot obtenu est ensuite re-dispersé
dans de I'eau déionisée par sonication puis ceggifa nouveau dans les mémes conditions.
Cette étape est répétée jusqu’a ce qu’'une suspecalioidale soit obtenue.

La suspension est alors placée dans une membrandialyse MWO 14000
(préalablement lavée a I'eau chaude puis a I'elrapure a température ambiante) et dialysée
jusqu’a ce que le pH des eaux de dialyse soitest@st-a-dire sensiblement égale a celle de
l'eau ultrapure ajoutée, soit pH 5,5). Cette opénatdure 5 jours et nécessite deux
changements de bain d’eau distillée par jour. Lepension est ensuite soniquée par lot de
200 mL pendant 4 minutes. Le sonicateur utiliséleshodéle Ultrasonic Liquid Processor
XL2020 de Misonix, dont la puissance maximale esb80 W et sa fréquence de 20 kHz. La

sonotrode utilisée posséde un diamétre de 13 mm.
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La purification de la suspension se termine pgdssage sur une résine échangeuse
d’ions (Sigma TMD-8) qui permet I'élimination demnis résiduels et notamment les dernieres
traces d’acide. Environ 1 g de résine est nécesgmur traiter 400 g de suspension a
déioniser. Cette résine est préalablement lavéeaa Lltrapure, déposée au fond du flacon
pendant au moins 48 h, puis éliminée par passagensiritté n°1. De I'azoture de sodium

(NaNg) est ajouté a la suspension qui est ensuite sakeC.

1.3.1.4 Observation des whiskers par microscopie électronique a transmission
Principe de la microscopie électronique a transniiss:

La microscopie électronique a transmission (MEdinpet d'observer des échantillons
a I'échelle nanométrique. Un faisceau d'électrartement acceélérés (typiguement 80-200
keV) traverse un échantillon trés mince (quelquegaines de nm d'épaisseur au maximum).
Un systéme de lentilles électromagnétiques permetodtréler la trajectoire des électrons et
de former sur un écran fluorescent une image tgeendie du volume projeté de I'échantillon.
Cette image peut étre enregistrée sur une plagute pl numerisée.

L'interaction des électrons avec la matiere cdndui différents phénomenes

d'absorption, de diffusion ou de diffraction qunsa l'origine de contrastes dans les images :

- le contraste de diffusionLes objets épais ou composés d'atomes lourdssdiif plus
fortement les électrons que les spécimens mincdégamus. L'insertion d’'un diaphragme de
I'objectif ne laissant passer que les électronsstras par I'échantillon et éliminant une
certaine proportion d'électrons diffusés génere atedrastes dans l'image entre les objets

épais/lourds, qui apparaitront sombres, et ceuxesitégers, qui apparaitront clairs.

- le contraste de diffractianCertains électrons incidents sont déviés paplass atomiques
des échantillons cristallins selon des angles defsar la loi de Bragg. Si le diaphragme
d’objectif ne sélectionne que les électrons trasspair le spécimen, les objets cristallins en

position de Bragg apparaissent en sombre.

- le contraste de phas®es interférences sont générées aux interfaces def zones du

spécimen de différents indices de réfraction detesrélectroniques. L'intensité, le contraste
(sombre ou clair) et la distribution des frangesFdesnel ainsi formées dépendent de la
focalisation de la lentille objectif, contrblée p8opérateur. Les polysaccharides étant
composés d'atomes légers, ils n‘engendrent qukie faontraste de diffusion. Le contraste de
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phase joue donc un role tres important. Les édhamicristallins, tels que les whiskers de
cellulose, sont essentiellement visibles grace anraste de diffraction. Cependant, durant
l'observation et I'enregistrement des images, dwéaleur grande sensibilité, leur cristallinité

diminue rapidement sous irradiation.

Préparation des échantillons :

Nos échantillons se présentent sous la forme sigesigions plus ou moins diluées de
nanocristaux de cellulose. Les suspensions de emsiskoservés par MET sont déposées sur
des grilles de cuivre recouvertes d'un mince supgm®rcarbone amorphe qui est transparent
aux électrons. Ce carbone est généralement hydoeploe qui empéche une bonne
distribution des objets sur sa surface. Le traiteéngee nous avons utilisé edffluvage qui
consiste a placer les grilles carbonées dans wenda en présence d'une tres faible pression
d'air. Une haute tension est appliquée entre déestrédes. L'air est ionisé et les ions
« décapent » la surface du film, laissant des dsargsiduelles. Effluvageest une étape trés
rapide (environ 30 secondes). La suspension aestpdut étre ensuite déposée sur la surface
décapée.

Etant donné la nature organique des whiskersy'dsgendrent qu'un contraste tres
faible vis-a-vis du support de carbone. D'autret,pés sont particulierement sensibles a
l'irradiation électronique et se dégradent rapidanaes lors qu'ils sont observés a fort
grossissement. Pour limiter ces problemes, unenigob de préparation spécifique a été
utilisée pour renforcer le contraste : daloration négativeElle consiste a appliquer sur
I’échantillon une solution aqueuse d'un sel d'awioards a 2%, comme l'acétate d’uranyle,
qui augmente le contraste. Cette technique esteapi mettre en ceuvre : une goutte de
suspension de whiskers est d’abord déposée sugniiee de MET préalablement rendue
hydrophile. Aprés une minute, I'excés de liquideassorbé lentement avec du papier filtre.
Avant séchage, une goutte de colorant est dépAgées une minute, I'exces de colorant est
absorbé et I'échantillon est laissé a sécher. Umcendépbt de colorant s'est formé sur le
carbone et vient souligner les contours des obfatsix-ci apparaissent donc en clair sur un

fond plus foncé : la coloration est dite "négative"

Observation et analyse des images :
L'observation par MET a été effectuée a I'aidendtryo-microscope JEOL JEM-
1230 fonctionnant a une tension de 80 kV (Figure B8s échantillons ont été observés sous

faible illumination afin de limiter les dégats ckidiation.
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Figure 63 : Microscope électronique a transmissiodEOL JEM 1230.

1.3.2 Préparation de la cellulose deutérée
1.3.2.1 Deutération intracristalline de la cellulose

Le cellulose a été deutérée selon le protocolélidhiyamaet al. [Nishiyamaet al.
1999]. Environ 6 g de feuille de papier Whatmantsplacés dans un tube en pyrex.
L’ensemble est placé dans une bombe en acier @uigliravec une solution de NaODMD a
0,1 M (Figure 64).

Bombe en acier

NaOD/D,O

Papier Whatman

Figure 64 : Schéma du montage utilisé pour la deutgtion.

La bombe est alors fermée hermétiquement et iméeergns un bain d’huile
thermostaté a 210°C pendant 2 h. A l'issue de laédation, le papier a une coloration
jaune/marron. Le papier est ensuite placé dansohdnr auquel 500 mL d’eau ultrapure sont
ajoutés. Le mélange est laissé sous agitation pénglzelques minutes, puis filtré sur
Biichner. Cette étape est répétée jusqu’a ce dilgdesoit clair (soit 3 a 4 ringages).

La cellulose deutérée est alors hydrolysée deis< doivant le protocole décrit au
paragraphe 1.3.1 pour obtenir les whiskers delosiudeutérée.

-135 -



Chapitre VI — Partie expérimentale

1.3.2.2 Mise en évidence de la deutération par spectroscopie infrarouge

Un moyen de savoir si la cellulose est effectivemeeutérée est I'analyse par
spectroscopie infrarouge a transformée de FouR€&IR). En effet, la deutération remplace
les groupements OH des cristaux de cellulose par gteupements OD. Ces derniers
possedent une bande de vibration d’élongation tEistique comprise entre 2800 et 2150
cm* tandis que la bande de vibration d’élongationgtespements OH se situe entre 3800 et
2950 cnt. Ainsi I'apparition d’une bande d’absorption en800 et 2150 cth permet de
conclure que la deutération a bien eu lieu.

La mesure FTIR est réalisée sur pastille de KBrphudre de KBr est préalablement
placée a I'étuve a 70°C pendant 5h30 puis placés da dessiccateur sous atmosphere séche
(P.0s). 350 mg de KBr ont été utilisés pour I'analyse @ 3 mg de cellulose deutérée
lyophilisée. Les spectres sont normalisés et garna le logiciel OPUS. Néanmoins, il est
difficile de quantifier de cette maniere le rappaté OD/OH puisque le KBr est
hygroscopique et que la présence gDHontribue également a I'intensité de la bande OH.

1.3.3 Caractérisations des whiskers de cellulose
1.3.3.1 Masse seche

La concentration massique de suspensions de whipket étre connue en estimant la
masse de matiére seéche. L'échantillon est placg dae boite a tare en verre séche et propre
et la masse est déterminée apres déshydratatisrudarétuve a 103°C pendant au moins 2 h.
La pesée est réalisee apres que le produit soénteva température ambiante dans un

dessiccateur.

1.3.3.2 Dosage des charges de surface

La quantité de charges de surface des whisketés @éluée par conductimétrie. Nous
avons utilisé un conductimétre Metter Lab de tyi@MC230 et une électrode CDC 749. Le
titrage est réalisé & I'aide une solution de Na@Htoncentration IOM. A I'équivalence, la

relation suivante est vérifiée :

Equation 3 : Veq CnaoH = Neellulose Os

avecVeq le volume équivalent de NaOByaon la concentration en NaOlMgeiuiosela quantité
de résidus de glucosedtle degré de substitution, c’est-a-dire le nombagothes de soufre

par unité glucose. Qreuiose€St cOnnu d’aprés la relation :

Equation 4 : Ncellulose = —nﬁ”mose
moy
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OU Meeluiose €St la masse séche de nanocristaux doddsgtla masse molaire moyenne d’un
résidu de glucose substitué. Celle-ci est donnétapalation suivante :
Equation 5: Mmey =162 (1 — ¢ + 242 d

ol 162 g.mot et 242 g.mot sont respectivement les masses molaires d’'uné ghicose
seule et d’'une unité glucose sulfatée. Les équadaogt 5 nous permettent d’écrire :
VeqCNaOHM moy

Equation 6 : ds =
quation ds Mcellulose

On obtient donc un systéme de deux équations (Equétet Equation 7) & deux inconnues
(dsetMmoy). La masse molaire moyenne est calculée d’apneddton suivante :

162
1_80VeqCNaOH

Mellulose

Equation 7 : Mmoy=

Le degré de substitution peut ainsi étre calcul€g® I'Equation 7. Enfin, le taux de soufre,

Ts, est donné par la relation suivante :

Equation 8 : ro=320s

moy

ol 32 g.mof est la masse molaire du soufre.

1.4 Le Xyloglucane

1.4.1 Purification du XG

Le xyloglucane, extrait de graines de tamafianfarindus indicg a été fourni par
Dainippon Pharmaceutical (Osaka, Japon) et pwséién la méthode de Gidley al. [Gidley
et al. 1991]. 10 g de poudre de tamarin sont ajoutésrpssgyement a 1 L d’eau déionisée
contenant 0,02% d’azoture de sodium (NaNCe mélange est agité pendant 16 a 24h a
température ambiante. Cette solution est ensuité&ritegée a 20000 g pendant 30 min a
20°C. Le surnageant est ensuite récupére, mislgsdiade fagcon extensive contre de I'eau
distillée contenant 0,02% Nabbrs des dix premieres dialyses, les deux derngedfectuant
contre de l'eau déionisée seule ; la dialyse stéteur 4 jours. La solution résultante est
congelée a —40°C et lyophilisée. Les xyloglucanbterus sont stockés a température
ambiante. Le XG est dissout en solution dans I'dala concentration voulue, soit sous
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agitation forte pendant 12 h, soit sous agitationtef a 50°C pendant 6 h pour des

concentrations élevées.

1.4.2 Détermination des masses molaires moyennes p  ar chromatographie
d’exclusion stérique

1.4.2.1 Définitions des masses molaires moyennes
De maniere générale, les polyméres en solutiort saractérisés par plusieurs

parametres tels leur masse molaire, leur viscoséé@r conformation ainsi que leur
polydispersité. Les masses molaires moyennes erbmeoifMa) et les masses molaires

moyennes en mass#l( ) sont définies par les relations suivantes:

— ZNIMI
Mn_ IZN,

__ ENM!
M= SNM,

avecN; le nombre de molécules de masse molsiite

Ces moyennes donnent des informations sur la @pigcsité de I'échantillon étudié.
Ainsi, leurs valeurs sont égales pour un composdletment monodisperse mais different
d’autant plus que I'échantillon est hétérogénendite de polydispersité, Ipermet de
guantifier et de comparer aisément les hétérog&néibléculaires de divers composés. Il est

défini comme suit :

lp= Mu
Mhn
Cet indice, égal a 1 pour un ensemble isomolée®jlast toujours supérieur a 1 pour les
systemes polydisperses, et ceci d’autant plus’gaeétogénéité est grande.
Toutes les caractéristiques décrites ci-dessusvepgu étre déterminées par
chromatographie d’exclusion stérique, dont le ppeacest expliqué dans le paragraphe

suivant.

1.4.2.2 Principe de la chromatographie d’exclusion stérique

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC)est technique de séparation de
macromolécules en fonction de leur volume hydrodyiqae. Elle donne donc des
informations sur la distribution de masses moladed’échantillon analysé. Cette méthode

~

consiste a injecter l'analyte en phase liquide dang colonne contenant une phase
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stationnaire. Celle-ci peut étre composée d'unagsidimensionnel organique ou d’un
support inorganique (silice) et est caractériséeup@ distribution de pores. En traversant
cette phase stationnaire, les macromolécules pamebun chemin plus ou moins long selon
leur aptitude a pénétrer dans les pores. Ainsiplies petites molécules ont acces a toutes les
tailles de pores tandis que les plus grosses ontolume hydrodynamique trop important
pour y pénétrer. Il en résulte que les petites oubds vont étre retardées dans la colonne
alors que les plus grosses vont la traverser @pgdement (Figure 65). Le passage des
molécules est détecté en sortie de colonne a l'aide réfractometre (réfractometre
différentiel ERC 7517A).

A B C D
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Injection T

Figure 65 : Principe de séparation des macromolécess en fonction de leur volume hydrodynamique et
exemple de chromatogramme obtenu. A : Injection dééchantillon ; B : Séparation des molécules par ler
taille ; C : Elution des gros solutés ; D : Elutiondes petits solutés.

Pour pouvoir traiter ces données, il est nécessgdtablir une correspondance entre le
volume d’élution des macromolécules et leur masskine. |l faut alors établir une courbe
d’étalonnage a partir d’échantillons étalons (paeneple le polystyréne ou le pullulane).
Cependant, l'utilisation d’'un systeme de triple edfibn (réfractometre, diffusion de la
lumiére et viscosimetre) permet de s’affranchiroddte courbe d’étalonnage en calculant

directement les masses molaires moyennes.
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Le couplage de la SEC avec un détecteur laseriffissidn de la lumiere a angles
multiples (Multiple Angle Laser Light ScatteringtALLS) permet de déterminer les masses
molaires et les rayons de giration des polymeresni@e la diffusion de la lumiére est une
meéthode absolue, elle mesure les caractéristiqaesomoléculaires sans relation avec leur
forme et ne nécessite donc pas de calibrage.

Le couplage SEC-viscosimétre permet de mesurégmea la viscosité intrinsequ@]
(dL.g%). Les masses molaires et les rayons de giration alors calculées & partir d’'un
calibrage & partir de pullulanes de masses molasesues (5000 & 800000 g.Mpbrace a
la relation de Mark-Houwink:

[n]=KxM*
K et a sont des paramétres empiriques qui sont conspamis une température donnée et

pour un solvant. Le coefficient de Mark-Houwink) (indique la conformation du polymére

en solution et peut varier entre 0,5 et 1,8. S&t eférieur a 1, le polymere est un

conformation pelote statistique, tandis que s’ilagpérieur a 1 il est conformation batonnet
rigide.

1.4.2.3 Préparation des échantillons et appareils

Les XG de difféerentes masses molaires sont sadésila une concentration d’environ
3 mg.mL* dans une solution de NaNO,1 M et contenant 0,02% de NaMes échantillons
sont ensuite filtrés sur des membranes de porogite um. 5QuL d’échantillon sont injectés
sur le systeme chromatographique constitué de deloxines analytiques (PL aquagel OH 60
et PL aquagel OH 40) et d’'une colonne de garded@lagel OH Guard) montées en série.
L’élution est réalisée a 0,7 mL.miravec du nitrate de sodium 50 mM contenant 0,02% de
NaNs.

Le systeme de détection est composé d'un détedBALLS MiniDawn Wyatt
Technology Corporation comportant 3 angles de needardiffusion de la lumiére (41°, 90°,
et 139°), d’'un détecteur viscosimétrique T-50A @ditek) et d’'un réfractometre différentiel
ERC 7517A. Deux logiciels permettent le calcul ddgférentes caractéristiques

moléculaires : Astra 1.4 (Wyatt Technology) et &cigViscositek).

1.4.3 Détermination des régimes de concentration pa r mesure de la viscosité

Pour connaitre les différents régimes de concemrau XG utilisé, la viscositg des
solutions a été mesurée pour des concentrationpréses entre 0,1 et 10 g'LLes solutions
ont été réalisées puis filtrées sur une membramoadEsité 5 pm.
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Dans le cas d'un fluide newtonien (solution diluke polymeres), la viscosité de la
solution est indépendante de la vitesse de cissite. |l existe donc une relation linéaire

entre contrainte et la vitesse de cisaillemept:

c=ny
Une courbe d’écoulement représente la contraintegesirée en fonction de la vitesse
de cisaillement. La viscosité newtonienne (c’eslira-a vitesse de cisaillement nulle) peut
ainsi étre déterminée par extrapolation de la eowufBcoulement. Celle-ci a été mesurée a
partir des appareils Viscosimétre Low Shear 40 remes et Rhéometre RFS Il pour des
vitesses de cisaillement comprises enté §bet 100 &. Les courbes d'écoulement ont été
réalisées pour chaque échantillon et la viscostérthinée grace a la pente de la courbe. I

existe plusieurs définitions de viscosité :

- laviscosité relative =

[]solvant '

. s s _egs _/7—/750|\/ant . y . . 7
- la viscosité spécifique nsp="—"—"—— qui mesure 'augmentation de la viscosité

[]solvant
gue provoque l'ajout de polymeére ;
- laviscosité intrinsequear la relation :

i = limg_, o

La viscosité intrinséque a été déterminée par palation a dilution infinie des équations de
Huggins et Kraemer :

- Equation de Huggins% =[n] + ku[n]2C

- Equation de Kraemerﬂg—r) =[n] + k«[n]?C

ol C est la concentration en polymére exprimée .erLg et k; et k les constantes de
Huggins et Kraemer, respectivement. La viscositBngeque est obtenue par l'intersection
des deux droites sur I'axe des ordonnées, ce quigieine double extrapolation et donc une
précision plus grande et a été déterminée précéedeairans la these de V.Sylvestre (2004) a
[n] = 6 dL.g’. Les courbes de viscosité/concentration peuverd @brmalisées en
représentant la viscosité spécifique,( en fonction de la concentration réduite)C[
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2 Elaboration et caractérisation des films multicou ches

2.1 Réalisation des films nanostructurés

2.1.1 Préparation des surfaces pour la construction des films
Deux types de support ont été utilisés pour lagatbn des films multicouches :

- des disques de Silicium (wafer) (100) provenantidez ACM ;

- des cristaux de quartz utilisés pour les expéeasme QCM.

La construction de films multicouches nécessitélisation de supports extrémement
propres dont la surface est activée. Les supportsdonc plongés dans un bain piranha qui
permet de détruire les impuretés présentes afacguet de charger négativement celle-ci. Le
bain piranha est réalisin situ (H2O, (30%) : BSO, (95%)) dans un rapport 3:7 Viv.
Attention : ce mélange est extrémement corrosif etoit étre manipulé avec beaucoup de
précautions ). Le nettoyage dure 30 minutes, puis les supmotd rincés abondamment
avec de I'eau Milli-Q et séchés sous un flux de s films doivent étre réalisés rapidement

apres que la surface ait été activée.

2.1.2 Construction des films multicouches

Les échantillons sont alors construits soit pppifig soit par spin-coating automatiseé.
Le spin-coater automatisé est composé d’un spitecaaiéé au CRAIS-BIA, de 4 pompes
péristaltiques et d’une boite d’interface qui reles 5 éléments a un robot trois axes (Figure
66).

Figure 66 : Photo du spin-coater (construit par leCRAIS-BIA) adapté au robot trois axes 1&J7100
(FISNAR).
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La Figure 66 est une photo d’'un robot trois ax&37100 (Fisnar) adapté en spin-
coater automatisé. Les pompes péristaltiques pwmted’apporter les différentes solutions,
via le robot, sur le support installé dans le spater. Par ailleurs, le robot commande a la
fois le spin-coater et les pompes par l'intermédiale la boite d’interface. Ce systeme va
déposer séquentiellement une solution A sur le aiigquis déclencher la mise en rotation du
spin-coater. Le robot se déplace ensuite pour pgaenie dépbt de la solution B, puis la
pompe péristaltique se met en route le temps naicesst enfin le spin-coater se met sous
tension. Ce procédé se repete le nombre de fois.vou

Apres chaque dépbt un temps d’adsorption de 5 tesnest attendu avant la mise en

rotation du spin-coater a 3600 rpm pendant une t®inu

2.1.3 Cas particulier des films d’arabinoxylane

Les films d’arabinoxylane sont de simples monobegc d’arabinoxylane (AX)
mélangé a de la résine AQ-7550. La préparatiorsddaces est identique a celle utilisée pour
I'élaboration des films multicouches. Le mélange AXRésine AQ-7550 qui est déposé par
spin-coating est réalisé a partir d’'une solutiomem®AX et d’'une solution de résine a 10%.
La solution de résine a 10% est préparée a pagtilmdpréparation mere diluée avec une
solution d’HCI & 1 M. La solution mére d’AX et la solution de résiael0% sont ensuite
meélangés ; de I'eau déionisée est ajoutée pounibbés concentrations voulues en AX et en
résine. Les monocouches de ce mélange sont déppséespin-coating a 2000 rpm
(accélération : 1400 rpmispendant 3 minutes, puis placées a I'étuve a §@f@ant 1h pour

permettre la réticulation de la résine.

2.2 Mesure des épaisseurs par profilométrie mécaniq  ue

La profilométrie mécanique est une technique aurimet d’évaluer la morphologie
d'une surface et qui peut également étre utiliséer pa détermination de I'épaisseur d’'un
dépdt (ou film) sur un support. L'élément princigll profilométre est le palpeur (ou stylet)
qui est en contact mécanique avec la surface aydalelle-ci (Figure 67). Le mouvement
vertical du stylet est capté par un systéme inflettia variation en hautearest enregistrée
en fonction de la directior. De plus, le rayon de courbure du stylet déternanesolution

latérale de la mesure.
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Figure 67 : Principe de fonctionnement d'un profilanétre mécanique muni d’un systéme inductif.

Pour nos mesures, nous avons utilisé un profilmméécanigue DEKTAK 8
(VEECO) (Figure 68) equipé d'un stylet de rayon ateirbure de 2,5 um. La résolution
verticale de I'appareil est de I'ordre de 1 nm.ddéseur des échantillons est déterminée par
différence de marche entre la surface du film etullgport apres entaille du film a I'aide d’'un
scalpel. Chaque valeur est la moyenne de 8 meglifigsentes effectuées a différents

endroits de I'entaille choisis aléatoirement.

. \
Service Proflometne, Institid des Malénaux Jean Rouxel ( INMN )
Uraverate de Nantes BP 32229, 44322 Nantes cedex 3, France §

|
Service Profilométae, Institut des Maténaux Jean Roux el ( IMN
Université de Nantes BP 32229, 44322 Nantes cedex 3, France

Figure 68 : Photos du profilométre mécanique Dektal® (Veeco) de I'Institut des Matériaux de Nantes
(IMN).

2.3 Morphologie de surface des films

2.3.1 Principe de la microscopie a force atomique
La microscopie a force atomique (AFM) est basée lau mesure des forces

d’interaction a courte distance des atomes du tsfileavec ceux de la surface. Cette
technique permet d’imager la surface d'échantill@vec une résolution latérale de 30
Angstroms (A) et une résolution verticale de 1 & principe de fonctionnement d’'un tel

microscope est décrit a la Figure 69. Comme pouyrdéilométrie mécanique, le capteur de
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force est un stylet (également appelé « cantileyanuni d’'une pointe extrémement fine
(quelgues nm). Les forces d'interaction entre lmfgoet la surface modifient la déflexion ou
la torsion (statique ou oscillante) du stylet. Lasure des déformations s’effectue grace a la

déviation d’'un faisceau laser réfléchi par I'extréndu stylet.

' Laser

Diode
photoélectrique
segmentée

Cantilever
et pointe

/_»S/Echantillon

Balayage XYZ

Figure 69 : Schéma du principe du microscope a foecatomique[Frétigny et Rivoal 2005].

Une pointe AFM peut étre statique ou mise en nosiddlant. Dans ce dernier cas, on
peut faire vibrer le cantilever grace a une pastlEzo-€électrique en contact avec son support.

Trois modes de fonctionnement sont souvent exgl@teAFM :

- Le mode contact :

C’est le premier mode a avoir été développé. Lascipales forces mises en jeu entre la
pointe et la surface sont des forces répulsivesuite distance. La pointe est statique et
« touche » la surface comme dans un dispositif rdéilgmétrie. On peut alors choisir de
maintenir une force constante : la déflexion dudeest maintenue constante par une boucle
d’asservissement, qui pilote le déplacement de dmarsique piézo-électrique sous
'échantillon. Lorsqu'on veut étudier des surfadesgiles, ce mode présente un grand
avantage, car la force est contrblée par I'expéntateur. Il permet de travailler sur des
surfaces trés rugueuses (mrh) et avec des balayages larges (< 100 xuhoq).

Il est également possible de travailler a hauteamstante : la déflexion du levier est
enregistrée est une hauteur fixée. Ce mode doraleragnt des informations topographiques
mais introduit une limitation dans le choix de héatillon qui doit étre peu rugueux de
maniére a ce que le levier puisse suivre la surfsees I'endommager. Sur certains
échantillons, l'usure et les déformations engerslfgge la pointe perturbent la qualité des

images.
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- Le mode contact intermittent ¢apping:

La pointe oscille verticalement a amplitude constaores de la surface de I'échantillon. A
chaque cycle, la pointe vient effleurer le mur téude la surface. Le cantilever est excité a
une fréquence proche de sa résonance et la réponsgstéme est suivi en simultané. Ce
mode est tres utilisé pour connaitre la topograghsgeéchantillons. Les forces appliquées sur
I'échantillon peuvent étre tres réduites et le terdp contact tres court n’induit pratiquement
pas de forces de frottement sur I'échantillon. Hésormations de certains échantillons et
'usure de la pointe sont ainsi évitées. De plusadse de la brieveté du contact (inférieure a
la microseconde), 'adhésion n’a pas le temps ddéselopper. Les dimensions du contact
sont réduites méme sur des échantillons trés défdes, conférant & ce mode une bonne
résolution latérale. Quand la hauteur de I'échlamtiest asservie a une amplitude constante, la
phase du systéme est caractéristique des dissipalio systéme. Les images de phase sont
souvent assez différentes des images de hauteles ekeuvent révéler de légeres
hétérogénéités des surfaces correspondant a desépge viscoélastiques ou de mouillage
différentes.

- Le mode non-contact résonnant :
La pointe est mise en oscillations a sa fréquemcegéslonance, éloignée de la surface et avec
de faible amplitude. La force d’interaction, quipeéd de la localisation de la pointe par
rapport a la surface, décale la fréequence de résendu cantilever. Inversement, a une
fréquence d'excitation donnée, I'amplitude des l@@ns est modifiee et donne des
informations sur la force d’interaction. Ce modenpet donc I'analyse de force a longue

portée.

2.3.2 Mesures AFM des films

Les mesures sur les surfaces ont été réaliséesda t'un Agilent 5500 AFM au
Laboratoire de Physique de I'Etat Condensé (Unitéerdu Maine, Le Mans). Toutes les
images de topographie ont été obtenues en modengagpns I'air en utilisant une pointe
PPP-NCHR-W (nanosensor, constante de raideur 40 féaquence de résonance 297 kHz).
Le traitement des images, I'extraction de profiidaedétermination de la rugosité des films

ont été realisés avec le logiciel Gwyddion (htgpwyddion.net/).
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2.4 Analyse de la structure des films par réflectiv.  ité de neutrons

Les techniques de réflectivité, en particulierdflectométrie de neutrons, sont bien
adaptées pour caractériser les films multicoucBaseffet, la réflectivité de neutrons est une
technique non-destructive permettant de mesureépassseurs et la composition chimique
d’'une ou de plusieurs couches minces sur une surfaes épaisseurs caractéristiques
mesurables lors d’une expérience sont comprises &mm et quelques centaines de nm. Le
principe consiste & mesurer le coefficient de xéle R d’un faisceau de neutrons envoyé en

incidence rasante sur la surface étudiée.

2.4.1 Interaction neutron-matiere

Le neutron est une particule neutre qui n’intdrpgs avec les champs électriques dont
ceux dus aux électrons. De ce fait, la pénétrataors la matiere est tres facile méme avec des
énergies cinétiques faibles. L'interaction neutmoatiere estde trés courte portée et a lieu
directement entre l@eutron et le noyau atomique. Elle est variable en fonctiordes
éléments et des isotopes d’'une méme espece chimigue longueur de diffusion cohérertie
(valeur tabulée) décrit I'amplitude de cette intdoen neutron matiere qui varie aléatoirement
d'un atome a l'autre. Elle est généralement aitteaptais peut étre répulsive dans certains cas
et est donc caractérisée par un chiffre positifiégatif. Ainsi, chaque matériau est caractérisé
par une densité de longueur de diffusiim(ou indice de réfraction neutronique) qui dépend

de sa composition chimique et qui peut étre cadcalpartir de la relation suivante :
Nb =Xib; / V

avech; la longueur de diffusion cohérente de l'atoimet V le volume de la moléculd.e
Tableau 8 présente les valeurs de quelques élémernthleau périodique. Il apparait que la
valeur de I'hydrogénéH est de signe opposé et trés différente des attégess constituants

les molécules organiques et en particulier du dieué?H (D).

Longueur de diffusion cohérert10"* cm)
H D (°H) C o) N Si
-0,374 0,667 0,665 0,580 0,936 0,415
Densité de longueur de diffusion O/
H.O DO SiG Polysaccharides Si (cristal)
-0,56 10° 6,38 10° 3,410° 1,9 10° 2,07 10°

Tableau 18 : Longueur de diffusion cohérente de qlgues atomes et densité de longueur de diffusion de
certaines molécules.
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La substitution isotopique, en particulier d’at@m#hydrogéne par des atomes de
deutérium, modifie les indices de réfraction etpexmettre d’'une part d’obtenir de forts
signaux de réflectivité et d'autre part de mesuwtans une couche mixte le profil de
concentration de chaque espéce. En particuligengwlacement de tout ou partie des atomes
d’hydrogene par des atomes de deutérium d’'une mieléoodifiera de fagon importante son
indice de réfraction sans changer ses propriétgsigures globales. Il est ainsi possible de
modifier en continu I'indice de réfraction neutrque d’un solvant dans un systéme complexe
en réalisant des mélanges de solvants hydrogéné@eutérés pour éteindre un de ses
composants (technique de variation de contraste).

2.4.2 Réflexion des neutrons sur une surface plane
Le vecteur d’'onde d’un neutron incident de longu#ande) est défini par :

_2n
=

Considérons un faisceau de neutrons de longuemddA et de vecteur d’ondk; se
réflechissant sur une surface plane avec un anigleidence 8 (Figure 70). Cette surface est
définie par l'interface entre l'air, milieu d’'indécn = 1, et un échantillon semi-infini d’indice

de réfraction n.

milieu homogene

Onde transmise b (- d’indice n

Figure 70 : Réflexion d’un faisceau de neutrons suine surface plane.

La réflectivité, R, est définie comme le rapport de lintensité ré&fié de facon
spéculaire (c’est-a-dire selon un angle égal aglard’incidenced) (I,) et de lintensité

incidentelg:

R=1r

lo
R dépend uniquement du vecteur de diffus@ngéfini par :
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—1 I =4nsing
Q=k-—ki 3

aveck, vecteur d’onde du faisceau réfléchi.

Q est égal au double de la projection du vecteurdakancident; sur I'axe (Oz) normal a la
surface. Un spectre de réflectivité est donc laésgntation de l'intensité réflechie en
fonction du vecteur de diffusio. En réflectivité, le vecteur de diffusid@ est souvent

remplacé pag = Q/2.

Cas d’'une interface idéale :

Prenons le cas d'un support solide d’indice n déais (np = 1). Si l'interface
air/solide est parfaite sans rugosité, alors lgesys est appelé dioptre et sa réflectivité
correspond a la réflectivité de Fresnt)( Une courbe typique de réflectivité de Fresneél es

représentée en Figure 71. Un plateau de réflexi@bet est présent a des petites valeurs de Q.

T T T T T
Plateau de réflexion totale

I L I I L I L
1} 0ps 01 013 02 023 03 033 04

QA"

Figure 71 : Représentation semi-logarithmique de laéflectivité de Fresnel R en fonction de Q pour un
systeme air/Silicium.

Cas d’'une couche homogéne sur un substrat :
Considérons une couche de polymére d'inchge d’épaisseurd et de densité de

longueur de diffusiofNb; présente sur le support d’inding d’épaisseur infinie et de densité

de longueur de diffusioNbs.

Substrat ns

Figure 72 : Schéma d’'une couche homogene de polyreésur un support.
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Sur un tel systeme, une partie de 'onde incidesteéfléchie a l'interface air/couche
et l'autre est transmise dans la couche. De la m@md@ére, une partie de I'onde transmise
est réfléchie a la deuxiéme interface couche/suppes deux ondes réfléchies interférent de
facon constructive ou destructive selon leur déphpagui est lié a la différence de chemin
optique et donc a I'épaisseur de la couche. Labmode réflectivité associée (Figure 73) va
donc présenter des franges d’interférences, appélarges de Kiessig, dont la périodicité

permet la mesure de I'épaisseur de la couche.

10! . .

ot b Franges de Kiessig E

///\

10 L L I
o 0.0z 0.04 _1U.UE 0.08 0.1

a @A™l

Figure 73 : Réflectivité R en fonction du vecteur d diffusion Q calculée pour une couche de Nickel &
nm déposée sur un support de Silicium.

Jusqu’a présent, nous avons supposé gue lesaceerétaient parfaites et présentaient
une discontinuité dblb. Dans la pratique, les interfaces ne sont palsrapées du fait de deux
phénomenes distincts :

- larugosité interfaciale le passage d’'une couche a l'autre ne se faibhgasnéme

distance z ;

- Iinterdiffusion: deux matériaux formant deux couches successiesent 'un

dans l'autre, ce qui crée une transition non-alerupt

La mesure de la réflectivité spéculaire ne perpet de distinguer la rugosité de
linterdiffusion si la taille des imperfections estférieure a la longueur de cohérence de
I'onde associée au neutron (de I'ordre de quelgume} Seule la mesure de la réflectivité non-
spéculaire, absente en cas d'interdiffusion, peeatifférencier ces phénomeénes. La Figure
74 montre l'effet de la rugosité sur une courberéfectivité calculée pour une couche de
Nickel déposée sur un support de Silicium. La riugos un effet d’'atténuation des franges

qui devient de plus en plus important a grandeswalde Q.
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0 0.02 nod 00 0.08 0.1
Q@A)

Figure 74 : Effet de la rugosité (courbe en pointiés bleus) sur la courbe de réflectivité du Nickedalculée
pour une couche de 50 nm de Nickel déposée sur wpport de Silicium.

2.4.3 Reéalisation d’'une mesure et traitement des do  nnées

sy ss

Les mesures de réflectivité de neutrons ont étiésées sur le spectrometre a temps de
vol EROS (Figure 75) du Laboratoire Léon BrilloiriB), du CEA de Saclay.

La technique de temps de vol (utilisée sur cetsp@etre) repose sur la relation de De
Broglie : comme le neutron a une masseil se déplace a une vitesse finidiée a sa

longueur d’ondé. :

avech la constante de Planck (6,63°f0n” kg.sb).

En pratique, la gamme de longueurs d’onde utilkésaba de 3 & 25 A. Un guide de
neutrons ameéne le faisceau contenant toutes Igadons d’onde disponibles (faisceau blanc)
au niveau du hacheur. Celui-ci permet d’envoyer mmgulsion de neutrons en incidence

rasante sur I'échantillon avec un anglixe.

Guide de Hacheur Collimateur Echantillon Détecteur
neutrons

Faisceau Détecteur :
incident ajustement en
1= hauteur

Faisceau
réfléchi

T ﬂ>h¢

E]ectrgnique
Acquisition

Traitement
des données

Figure 75 : Principe de fonctionnement du spectrontée EROS.
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Le hacheur est constitué d'un disque de 40 cmateédre absorbant les neutrons. Une
fenétre de taille ajustable de largeur 25 mm dialgeur comprise entre 5 et 40 mm est située
a la périphérie du disque.. La vitesse de rotati@macheur est choisie de telle sorte que les
neutrons les plus lents d’'une impulsion arrivent lsudétecteur avant les neutrons les plus
rapides de I'impulsion suivante. Le faisceau parcensuite un long collimateur sous vide (4
m). La largeur des fentes d'entrée et de sorteedmllimateur peuvent étre ajustées entre 0,5
et 5 mm. Le faisceau incident est ensuite réfl@enil'échantillon incliné d'un angbefixé.
L'angle maximum utilisable est de 5°, ce qui peraetcouvrir un domaine de vecteur de
diffusion Q de 0,008 & 0,2 A La plupart des expériences sont réalisées esantilun seul
angle de mesure méme si deux sont parfois nécesqdait et 4° par exemple). Le faisceau
réfléchi est mesuré a l'aide d'un détecteur & HEBUCHe). La réflectivité minimale qui peut
étre mesurée est de l'ordre dé10

Le principe de réglage est simple : un angle deait est choisi tel gu'une partie du
faisceau soit en réflexion totale sur la gamme afgleurs d’onde utilisable. La position
verticale du détecteur est ajustée en conséqugee, détecter le faisceau de neutrons
réflechis. On fait ensuite pivoter I'échantillonyscobtenir le maximum d’intensité réfléchie.

Quatre types d'interface peuvent étre étudiés [sdide, solide/solide, air/liquide et

Air -
\/ Solide
Solide

(a) (d)

Air
. Solide
I Liquide I Liquide

(© (d)

solide/liquide.

Figure 76 : Représentations des quatre types de gaéétries utilisables pour une expérience de réfledtité
de neutrons.

2.4.4 Conditions expérimentales utilisées

Nos expériences ont été réalisées en utilisant dagles de mesure qui couvrent un
domaine de vecteurs de diffusi@nde 0,008 4 0,1 A:

- 0,93° et 2,2° pour les échantillons de type alids ;

- 1,34° et 2° pour les échantillons de type sdligeide.

Les expériences de réflectivité de neutrons dwenmhoyenne 6 h (2 h pour la mesure

au premier angle et 4 h pour la mesure au deuxamke) pour obtenir une bonne statistique.
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A l'aide du logicielrefit développé au LLB, il est possible d’ajuster nuapgeiment
une courbe calculée a la courbe expérimentaleiksant un modéle constitué de n couches.
Les parametres d’ajustement sont les épaisseues elensités de longueur de diffusion de

chaque couche ainsi que les rugosités a chaquéatee

3 Détermination de 'activité enzymatique

3.1 Méthode de Nelson

3.1.1 Préparation des gammes étalon
Une solution mere de l'ose constitutif du substst préparée a 250 pg/mL. Des

solutions de glucose et de xylose seront utiligéspectivement comme référence pour le
xyloglucane et I'arabinoxylane. Différentes dilutgode la solution mére sont réalisées entre 0
et 250 pg/mL. La densité optique est mesurée ploague concentration afin d’obtenir une

gamme étalon.

3.1.2 Dosage des activités enzymatiques
3.1.2.1 Reéaction enzymatique

135 pL de substrat et 15 pL de solution enzymatsque mis dans un tube et incubés
a 40°C pendant dix minutes. Au bout de 10 minutediVité enzymatique est arrétée quand
100 pL d’'un échantillon sont versés dans 100 pkadetion C.

La préparation du blanc permet de mesurer la D&yl@ 'enzyme est désactivée. Le
blanc est composé de 100 uL de la solution C, duaquejoute 10 pL d’enzyme et 90 pL de

substrat.

3.1.2.2 Réaction colorimétrique

L’hydrolysat est mis en présence d'ions cuivriqu@s* qui vont réagir avec le
groupement pseudo-aldéhydique des extrémités mizkgctpour former des ions cuivreux
Cu’. Ces derniers réagissent avec le réactif arséplghuique pour donner une coloration
bleue dont I'absorbance (ou densité optigue DO)pesportionnelle a la quantité d'oses
réducteurs.

Pour gu’il y ait une réaction colorimétrique, lehéntillons sont mis 15 min au bain-

marie bouillant. Elles sont refroidies et la sauatD est ajoutée (100 pL) permettant d’obtenir
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des couleurs différentes entre le blanc et lesréiloams. Les plaques sont agitées pendant dix
minutes, puis 1 mL d’eau est ajouté. Pour finir 280de chaque puit est transvasé dans une
plaque 96 puits. La densité optique est ensuitairéessur le lecteur de plaque a 600 nm. Les
couleurs de la gamme étalon vont du jaune au lléeseessais ont une couleur bleue. Pour
pouvoir exprimer les résultats, la concentrationlalggamme étalon doit étre exprimée en
pmol/L. La formule suivante est utilisée pour lé&cahde l'activité :

a=ADO/ pentex150/15x1000't x dil
Avec : a : activité enzymatique en nkat/mL
ADO : différence de densité optique entre I'échbotiket le blanc
La pente est exprimée en pmol
150 est le volume total de milieu réactionnel
15 est le volume de prise d’essai d’enzyme
t est le temps d’'incubation en s (pour cette expée t = 600 s)

dil est la dilution de I'enzyme a laquelle la réactenzymatique a été faite.

La variation de DO minimum acceptable pour queésure soit valable est de 0.1. Le
calcul utilisé pour calculer I'activité minimaletds suivant :
Aa = A(ADO)/ pentex150'15x1000't
Le calcul a été fait pour les gammes étalon duse/ket du glucose. A partir de cela on déduit
gue la plus faible activité mesurable par cettehadt est de 3 nkat/mL.
Les solutions utilisées pour la réaction colormogie sont :
- Solution A : 200 g de N8O, anhydre ; 25 g de NG@O; anhydre ; 25 g de tartrate
double Na-K ; 20 g de NaHGQ@nhydre ;
- Solution B : 30 g de CuS05 H0 ; 4 gouttes de $$0, concentré ; KO gsp 200
mL ;
- Solution C : 25 mL de la solution A + 1 mL deslalution B réalisée situ;
- Solution D : 50 g de (NP MO70,4, 4H,0O dissous dans 800 mL,@ ; 42 mL de
H.SO, concentré, versés rapidement ; 6 ¢ NAsO,, 7H,O dissous dans un peu
d'eau; HO gsp 1 L.

3.2 Détection d’'une activité enzymatique a partird  es films multicouches
L’activité d’'une enzyme correspondant au film rudtiche déposé sur un support

peut étre détectée visuellement ou en temps ré€)EM-D.
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3.2.1 Détection visuelle

Pour évaluer la possibilité de détecter une aétighzymatique, différents types de
films ont été réalisés par spin-coating. Les sohgienzymatiques sont réalisées a partir de
préparations commerciales décrites au paragraphalillées aux concentrations choisies
dans du tampon acétate. Les tests sont réalisésléarconditions optimales de pH et de
température correspondant a chaque enzyme. 10 pdhalgue solution enzymatique sont
déposés sur les films pendant 3, 5, 10 et 15 nenavant d’étre rincés a I'eau millipore et
séchés. L’hydrolyse est mise en évidence par clmaggiede coloration du film qui est dd au

phénoméne d’interférence lumineuse décrit dankapitre |.

3.2.2 Microbalance a cristal de quartz avec dissipa tion (QCM-D)
3.2.2.1 Principe de la microbalance a quartz

La technique de microbalance a cristal de qua@ZM) est utilisée depuis de
nombreuses années pour contrdler les dépdts dbesurétalliques sur des supports solides.
Son principe repose sur les propriétés piézo-égrts du cristal de quartz. En effet le quartz
est un matériau qui se déforme sous I'applicatiomel différence de potentiels électriques
(ddp) et réciproquement, une contrainte mécaniqia&i@e I'apparition d’'une polarisation a
ses bords. Le cristal se présente sous la forme disque de quartz de 300 um d’épaisseur

environ, entouré de deux électrodes en or de 106'épaisseur (Figure 77).

/ Amortissement des oscillations
rd

Dépét

Quartz .
Electrodes en or

oscillant \/ \_}

a) | | b)

Figure 77: a) Schéma de principe d'un cristal de gartz entouré par deux électrodes en or. La ddp
appliquée entre les électrodes induit une contraiet de cisaillement sur le cristal ; b) Photo du crial de
quartz. Le film est déposé sur une des deux faces er constituant les deux électrodes.

En appliqguant une ddp entre les deux faces, unvemeant de cisaillement pur est
induit. Si la face inférieure du cristal est fix¢gr un support immobile, la face supérieure
subira un mouvement de translation horizontaleadutsant par des oscillations mécaniques.
La ddp appliquée entre les électrodes est chogsteltk sorte que le quartz est a sa fréquence
de résonanck. Ainsi, le dépbt d'une massed’un matériau sur le cristal de quartz induit une

variation en fréquence. La différence de fréquatee2sonancdf est donnée par la relation :
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Af =-

@]=]

Ou C est une constante caractéristique du cristal detzjudilisé appelée constante de
Sauerbrey.

Le principe de la microbalance a cristal de questzsiste a mesurer cette variation de
fréequence de résonant¥ aprés le dépo6t d’un matériau de magset permet donc d’avoir
acces a la masse déposée par unité de surfacerm@cécision proche du ng.ém

De plus, un cristal de quartz peut non seulemiatrdis en résonance a sa fréquence
fondamentale (noté@, mais également a toutes ses harmoniques imgéiresif oun est un
entier impair positif). A chaque harmonique corsra aussi un changement de fréquence
de résonance conseécutif au dép6t de matiareseta relié &f, par la relation de Sauerbrey :

A

Cette relation n’est valide que pour des films fingides et uniformes. Or, les films
multicouches de polymeéres sont trés hydratés etépest généralement un comportement
semblable a celui d’'un gel ou d'un liquide visquéarsqu’ils deviennent épais. La relation de
Sauerbrey n’est alors plus applicable et un autoeléle qui tient compte des propriétés
viscoélastiques des films multicouches est utilisé.

Les récentes évolutions techniques ont permiglisition d’'un nouveau parametre
expérimental : le facteur de dissipation d’énergieté D qui est lié aux propriétés
viscoélastiques du film déposé. Une analyse deligwn des fréquences et de la dissipation
a été réalisé a partir du modéle proposé par Vaiebal[Voinova et al. 1999] pour extraire

des propriétés physiques comme I'épaisseur du digpdscosité et I'élasticité du film.

3.2.2.2 Mesures réalisées par QCM-D

L’'appareil que nous avons utilisé est le systenr@eENSE E4 AUTO de la marque Q-
Sense (Q-Sense AB, Goéteborg, Suede). Ce derniepartenquatre cellules de mesure
thermostatées et une unité électronique interfacée ordinateur (Figure 78), qui permettent
de réaliser quatre mesures simultanément.

Cet appareil fonctionne sur le principe suivanh:générateur de fréquence excite le
cristal de quartz avec une tension sinusoidale rdgquéncefi. Cette fréquence prend
successivement la valeur de la fréquence fondameetitarésonance du cristal (5 MHz) et de
ses harmoniques (n=3, 5, 7, 9, 11 et 13 corresparalix fréquences 15, 25, 35, 45, 55 et 65

MHz). L’excitation du cristal est imposée sur uneek tres breve (quelques us). Apres l'arrét
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de I'excitation, pour chaque résonance (n = 1 al&3jristal oscille librement a une fréquence
de résonance proche de la fréquence d’excitatiorcriial. Ces oscillations mécaniques
génerent des oscillations électriques aux bordsrétial, qui sont enregistrées et traitées
informatiquement. Ces oscillations sont amortiesadse de I'énergie dissipée dans le cristal,
mais surtout dans le film et dans le fluide au aontdu cristal. L’évaluation de cet

amortissement nous donne acces au facteur deatissipisqueus® du systeme.

Figure 78 : Photographie du systéme de QCM-D compnant 4 cellules de mesure et de I'unité
électronique interfacés a un ordinateur.

Nous avons principalement utilisé la QCM-D comnmenooyen de suivrén situ la
dégradation enzymatique de films de polysaccharides quartz utilisés sont du type QSX
301 (Q-Sense) : ils sont recouverts d’un film dder 100 nm d’épaisseur et ils possédent une
frequence fondamentale de résonance a 5 MHz. Aghatjue expérience, le cristal est
nettoyé avec une solution de Hellmanex a 2% a temtyo@ ambiante, puis rincé a l'eau et
séché a l'azote. La surface du quartz est ensttiteéa a I'aide d’'un plasma cleaner (Harrick
Plasma) pour permettre de construire le film dedigmere par spin-coating.

Le cristal est ensuite introduit dans la chamlrensure thermostatée a 21°C puis
mis sous flux de tampon (100 pL.itjusqu’a la stabilisation du signalf etAD). Ensuite,
la solution enzymatique est injectée et mise eawbravec le cristal dans la cellule de mesure
et laissée le temps nécessaire pour suivre la détijpa enzymatique en temps réel. Une fois
celle-ci terminée, la cellule est rincée avec lead.

La Figure 79 montre un exemple de graphique qui pe obtenu dans le cas d’'une
étude de dégradation enzymatique d’'une couche dgolymeére. Lors de linjection de
'enzyme, la fréquence augmente et la dissipatiorirdie. Ceci traduit une perte de masse a

la surface du cristal et un « dégonflement » dmleche.
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Frequency, (Hz)
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Figure 79 : Exemple de réponse en fréquence et eissipation en fonction du temps de la dégradation

enzymatique de couche de biopolymére (n=1,3ét5
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Au cours de ce travail, nous nous sommes int&easé& construction de films
nanostructurés composés de nanocristaux de calelode xyloglucane. L'objectif final est
I'élaboration de films nanométriques colorés poarrctéation de capteurs enzymatiques.
Plusieurs techniques et parametres de construatibaté étudiés et nous avons fait varier les
concentrations des solutions de nanocristaux delast et de XG. Deux stratégies ont été
choisies dans le but d’obtenir des films colorés :

- les films multicouches composés de nanocristagixcellulose et de XG qui font
intervenir des interactions de Van der Waals etidesons hydrogene ;

- les films composés de couches d'un mélange decniataux de cellulose et de XG
alternées avec des couches de PAH. La cohésioa filecest assurée a la fois par les
interactions entre nanocristaux de cellulose et XG par les interactions

électrostatiques entre PAH et nanocristaux de losku

Nous avons montré dans une premiére partie quedesentrations des solutions
utilisées sont un paramétre crucial pour la coetibo de films multicouches. Dans les
conditions de concentrations utilisées, la méthaaldipping ne permet pas la construction de
film. Nous nous sommes donc focalisés sur la mé&hel spin-coating pour laquelle des
croissances linéaires sont observées lorsque lesestrations des solutions veérifient les
conditions suivantes :

- la solution de XG est dans le régime semi-dillg& XG déposé peut alors interagir
avec les couche inférieure et supérieure de nastaax de cellulose ;
- la suspension de nanocristaux de cellulose &$amment concentrée pour recouvrir
la surface du support.
Une étude préliminaire a été effectuée sur lessfitmmposés de PAH et d’'un mélange C/XG.
La croissance de cet échantillon se réalise parpetl est plus rapide que les croissances des

films multicouches C-XG.

Puisque les croissances sont différentes pouddes types de films, leur structure
interne doit également présenter des différencesalyse faite par réflectivité de neutrons a
permis de comprendre comment la concentration desolation de XG influence la

construction des films composés de nanocristausetlelose et de XG. En régime dilué, les
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profils de concentration des films sont homogéonegjui indique que les films sont constitués
de couches alternées de nanocristaux de cellulal®e XG. La croissance est possible grace a
l'interaction de chaines de XG avec les couchedrigire et supérieure de nanocristaux de
cellulose. En régime enchevétré, les films présgnten gradient de concentration de
nanocristaux de cellulose qui diminue a mesure lgpre approche de linterface film/air.
Réciproquement, la concentration de XG augmenggjler I'interface film/air est atteinte.

Par ailleurs, lorsqu’on augmente la concentratiennanocristaux de cellulose, la
concentration globale de polysaccharides reste Isdheb mais la fraction de nanocristaux de
cellulose est plus élevée. Enfin, en comparanstiestures C5-XG1 et PAH-C5/XG1, il est
constaté que PAH-C5/XG1 est un film plus densecguiient deux fois plus de XG que de
nanocristaux de cellulose. Enfin, I'analyse desdilen solution a révélé un gonflement des
films essentiellement d0 au déploiement des chafleeXG de surface. Les films PAH-

C5/XG1 contenant plus de XG, ce sont ceux qui pitése le plus fort gonflement.

Dans une troisieme partie, nous avons abordédiéétiu comportement des deux types
de films C-XG et PAH-C/XG de méme épaisseur papodpa la dégradation enzymatique
par QCM-D, et ce pour plusieurs concentrationsaligi®n enzymatique. Pour les deux films,
la concentration en enzyme agit uniquement suirlétique de I'hydrolyse. Cependant les
deux types de structures utilisées (C-XG et PAH®&)YXnt des comportements différents
vis-a-vis de l'attaque enzymatique. Les films (CIX&ntiennent plus de nanocristaux de
cellulose et sont moins propices au gonflementodutien. La déstructuration du film par les
enzymes est alors plus forte et il en résulte uydrdlyse enzymatique plus longue. Au
contraire, les films (PAH-C/XG) contiennent plus d& et gonflent beaucoup plus en
solution ; leur hydrolyse est donc plus rapide. Mhéains, la quantité de matiere dégradée est
plus faible pour ces films car les cellulases doi\ére stoppées par la présence d’'une couche
de PAH. Ainsi I'hydrolyse des films C-XG semble étiotale tandis que celle de (PAH-
C/XG) est seulement partielle.

Par ailleurs, nous avons montré qu'’il est possildedétecter visuellement I'activité
enzymatique des cellulases sur des dépbts nangomedricomposés de nanocristaux de
cellulose et de XG. Les tests visuels vont darseies des expériences de QCM-D et montrent
une hydrolyse complete des films (C-XG), tandis fjataque sur les constructions (PAH-
C/XG) est stoppée a une certaine épaisseur, laigsgours apparaitre la méme couleur. La
sensibilité du test visuel est jusqu'a 50 fois siguee a celle de la méthode de Nelson,

classiquement utilisée pour doser les activitesgigosyle hydrolases. Cette sensibilité peut
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étre modulée en jouant sur les cinétiques d’hydmlgn faisant varier les temps de contact

avec la surface.

Enfin, une étude préliminaire sur des films d’amakylane a montré que cette
meéthode de détection est applicable a d’autregsyest enzyme/substrat et reste plus sensible
gue la méthode de Nelson. La principale difficudtélaboration réside dans I'obtention de
films stables qui puissent néanmoins détecter ucikvité enzymatique. Ceci passe

notamment par I'ajustement de la quantité de résiméroduire pour chaque systeme.

L'étude enzymatique réalisée par QCM-D a permévaluer la différence entre les
deux types de films. Les résultats obtenus vons dersens de comportements déja observés
par Turonet al. [Turon et al. 2008] et Aholaet al. [Ahola et al. 2008b]. Cependant, la
modélisation des courbes permettrait d’établir deanées quantitatives sur la vitesse de
dégradation de I'enzyme ou encore la quantité deeneadégradée.

Nous avons démontré la validité de la détecti@ctivité enzymatique sur des films
nanomeétriques. Cependant, cette méthode peut eétrer@erfectionnée. En effet, les films
nanometriques permettent d’observer, pour un tefigitaque donné, un gradient de couleurs
en fonction de I'activité de I'enzyme. En réalisalels études systématiques supplémentaires
et par analyse d'image, il serait possible d’atteibune couleur a une activité de maniére
guantitative. Par ailleurs, il serait intéressamidévelopper cette méthode pour d’autres types

de biopolyméres tels que les protéines.
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Films multicouches a base de polyméres végétaux :
Elaboration et application a la détection d’activiés enzymatiques

La cellulose et le xyloglucane constituent un raseajeur de la paroi des cellules végétales.
Ces molécules sont liées par des interactions gedéa\Waals et des liaisons hydrogene que
nous avons mis a profit pour I'élaboration de filmalticouches nanométriques. En fonction
de leur épaisseur et de leur indice de réfractemfilms nanométriques peuvent présenter des
couleurs qui sont dues a des phénomenes d’intadése

De tels films composés de nanocristaux de cellubbsie xyloglucane peuvent étre valoriser
comme détecteurs d’activité enzymatique de celbdasn effet, I'action d’'une enzyme
hydrolytique peut étre détectée par une diminuten’épaisseur du film qui résulte en un
changement de couleur.

Les modes de croissance de deux types de fiimsé@ntétudiés afin de déterminer les
conditions opératoires les plus appropriées pabténtion de films colorés. La structure
interne de ces films a été déterminée par réfléétide neutrons a I'état sec et en solution
pour évaluer les différences de structures. Lestigues de dégradation des films par les
cellulases ont également été comparées par QCM-D.

Il s’avére que la détection de I'activité de cedk#s avec les films nanométriques est plus
rapide et plus sensible qu'une méthode colorimé¢rigtilisée usuellement. L'utilisation des
films nanométriques pour la détection d’activité @galement applicable a d’autres systemes
enzyme/substrat.

Mots-clés: nanocristaux de cellulose ; xyloglucane ; filmslticouches colorés ; dégradation
enzymatique ;cellulases.

Multilayered films composed of plant polymers :
Elaboration and application to enzymatic activitiesdetection

Cellulose and xyloglucan represent a major netwikn plant cell wall. Theses molecules
are linked by Van der Waals interactions and hydnmogonds and we have used these
interactions in order to elaborate nanometric rayldred films. According to their thickness
and refractive index, nanometric films can presenght colours due to interference
phenomena.

Such films composed of cellulose nanocrystals ayldgkucan can be used as cellulases
enzymatic activities detector. Hydrolytic enzymdi@t can actually be detected by film
thickness decrease and results in a colour change.

Growth mode has been studied for two kinds of @ina the better conditions were chosen to
obtain coloured films. Films internal structure leeen investigated by neutron reflectometry
on dry films and films in solution in order to ewuate the structures differences.

Films hydrolysis kinetics has also been compare@By-D. Cellulases activities detection
using nanometric films is faster and more sensiting® a colorimetric method usually used.
We have also proved that this technique can be fesedher enzyme/substrate systems.

Keywords: cellulose nanocrystals; xyloglucan; coloured ifayered films; enzymatic
degradation; cellulases.



