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ABREVIATIONS

AFM : Microscope a force atomique

AMD : Analyseur mécanique dynamique

AX : arabinoxylanes

A/X : rapport arabinose/xylose

BG : béta-glucanes mixtes

CAZY : Carbohydrate active enzyme database
CPG : Chromatographie en phase gazeuse
CSL : Cellulose synthase-like

DP3/DP4 : rapport cellotriosyles/cellotetraosyles
DSC : Calorimétrie a balayage différentiel

FTIR : Spectroscopie infrarouge a transformée dedo
MCBL : Microscope confocale a balayage laser
MEB : Microscopie électronique a balayage
QTL : Quantitative trait locus

RMN : Résonance magnétique nucléaire
WE-AX : AX hydro-solubles (water extractable)
Xyld : xylp disubstitué en O-2/ et O-3

Xylm : xylp monosubstitué en O-2 ou O-3

Xyln : xylp non-substitué
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Introduction

Les xylanes sont rencontrés dans les parois pesat secondaires des graminées et les
parois secondaires des dicotylédones (Daetilll, 1980; Ebringerovat al, 2005). Chez les
gramineées, ils constituent 20 % des parois prirsaidans I'albumen des grains de ble, de
seigle ou de sorgho, ils représentent jusqu'a 788qdrois (Mares & Stone, 1973a; Fincher
& Stone, 1986).

Les xylanes ont un impact sur les propriétés deiskgla matiere végétale. lls interviennent
sur la digestibilité des fourrages et sur la producde biocarburants notamment a partir de
graminées. Dans le cas des grains de céréalesxylases ont une influence sur la
transformation des grains (fractionnement) et lalittides produits céréaliers (conservation,
apport en fibres alimentaires).

Des variations importantes de la proportion, dwietge chaines latérales et de la teneur en
composeés phénoliques sont a l'origine de la vdiébstructurale des xylanes dans les
céréales. Des arabinoxylanes (AX) avec un fort éelgr substitution du squelette de xylose
par l'arabinose sont trouvés dans l'albumen de a{#sé (rapport molaire moyen
Arabinose/Xylose ; A/X: 0.6) (Izydorczyk & Biliadist 1995; Saulnieet al, 2007) alors que
des hétéroxylanes avec un degré de substitution @leve et des chaines latérales plus
complexes sont observées dans le péricarpe dess glaicéréales (Saulnier al, 2007). Les
(1—3, 1-4)-B-glucanes sont exclusivement constitués parrdsidus D-glucopyranose
arrangés en blocs de résidus 3-D glucose liésidsoris (1>4) séparés par une simple
liaison (1-3). La structure résultante est un polysaccharidgomtairement composé de
cellotriosyl (58-72%) et de cellotetraosyl (30-34%8s par des liaisons B-43). La
distribution des liaisons 3-+{23) n’est pas aléatoire ce qui ne semble pas étrada@les blocs
cellotriosyl et cellotetraosyl au sein du polysaate (Staudtet al, 1983).

Des variations du degré de substitution des araiiapes et de la proportion relative
d’arabinoxylanes et de R-glucanes sont égalementite® en fonction du stade de
développement de l'organe. Les arabinoxylanes afgsa&nt plus fortement substitués dans
les stades jeunes de développement du grain (P@éipal, 2006b; Philippet al, 2006c)

1. Objectifs de la these :
L’'ensemble de ces données améne un certain nombre questionnements sur le role de
la substitution des arabinoxylanes et de la préseaalesf-glucanes dans la construction
de I'édifice pariétal et sur les propriétés de plagité, de résistance mécanique et
d’hydratation des parois.

En effet, ces propriétés résultent des interactienge polymeres (dépendant de leur
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structure) et de la structuration de ces derniersein de la paroi. Le rble des arabinoxylanes
dans l'assemblage pariétal est mal compris. Pleueasldans le cas des parois de I'albumen
des grains de céréales, la cellulose est abseartepptre def—(1—3)(1—4)-glucanes ofs-
glucanes mixtes (BG) sont présents. En raison gedsence de liaisons de type+43) ces
polyméres ne s’associent pas sous forme de micittftocomme la cellulose et peuvent étre
partiellement hydro-solubles. De fait, les moddélessiques de parois ne peuvent s'appliquer
au cas des parois de l'albumen des grains de egréal

L’observation en microscopie (MET et AFM) des parai'aleurone révele une structure
lamellaire que I'on peut attribuer a une distribatalternée deB-glucanes mixtes et des AX
tandis que dans lI'albumen amylacé les AX sont uméament distribués sur I'épaisseur de la
paroi et lespB-glucanes (BG) sont concentrés du coté du lumelulaieé. Les parois de
I'albumen des grains de céréales apparaissent cmnme des systemes essentiellement bi-
composites (AX/BG). Leur organisation plus simpleecelle des parois lignocellulosiques
rencontrées dans les graminées peut étre en peeragwroche assimilée a des films
multicouches ou des sandwichs de polymeres. Lasadian de films multicouches comme
systemes modeles de la paroi peut étre utile paemacomprendre I'impact de la structure
des polymeres et de leur organisation sur les mtdsr physiques et physicochimiques des
parois. De plus, certaines de ces propriétés példtem confrontées avec celles des parois
isolées.

Dans ce contexte l'objectif de ce travail de thé&seété d’explorer les propriétés
d’hydratation, de porosité et mécaniques de films mant la structuration et la diversité
structurale des polymeéres des parois de I'albumenudgrain de blé.Ce travail devrait aider

a comprendre lI'impact de la structure des polymsuoedes propriétés des parois et s’inscrit a
plus long terme dans une stratégie de maitrisevaégtions naturelles de la biosynthese des

polyméres de la paroi de I'albumen.

Ce manuscrit est organisé en cinq parties:

Syntheése bibliographique

Cette partie résume les connaissances acquisasgumgjourd’hui sur le grain de blé et son
développement, et sur la structure et la biosyetlies principaux polysaccharides des parois
qui le composent. Un bilan des différentes techesqutilisées pour la caractérisation des

films de polysaccharides est également réalisé.
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Matériels et méthodes

Cette partie rassemble les protocoles utilisés pextraire, fractionner et purifier les
polymeéres. La réalisation des films et la carasaéion de leurs propriétés y sont également
décrites. Un point particulier est effectué poupleuer le principe de la RMN et son

utilisation dans le cadre de cette thése.

Résultats
Les résultats obtenus au cours de cette theseregraupés en deux parties constituées
chacune de deux chapitres.
La partie | porte sur le «développement méthodqlasy génériqgue pour mesurer les
propriétés d’hydratation de films de polysacchaideet comporte les deux chapitres
suivants :

- Chapitre |: Isothermes de sorption et diffuside I'eau a travers les films

monomoléculaires de polysaccharides
- Chapitre 1l : Mobilité de I'eau et des chainespdymeres dans les films suivie par

RMN a bas champ.

La partie Il porte sur I'« impact de la structuresdoolymeres et de leur organisation sur les
propriétés des films. Liens avec les propriétés m®is » et comporte les deux chapitres
suivants :
- Chapitre Il : Etude des propriétés d’hydratatien mécaniques des films mono-
moléculaires
- Chapitre IV : Propriétés mécaniques et interastionoléculaires dans des films

composites

Les résultats présentés dans les différents ckapitorrespondent a des publications
scientifiques, publiées ou en cours de publicatians des revues internationales a comité de

lecture.

Discussion générale et conclusions
Les principaux résultats obtenus au cours de s@itreont synthétisés et discutés dans cette
partie. Les faits marquants sont resitués dansméegte général de I'étude et des pistes de

recherche sont proposées pour la suite de celtravai
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1 LE GRAIN DE BLE

1.1 Généralités

« Blé » est un terme générique qui désigne plusiegréales appartenant au genre Triticum.
Ces céréales sont des plantes annuelles de ladame$ Graminées ou Poacées, cultivées
dans de tres nombreux pays. Le terme « blé » d&gigalement le grain (caryopse) produit
par ces plantes.
Le blé fait partie des trois grandes céréales &@aais et le riz. Avec environ 600 millions
de tonnes annuelles, le blé se position en trossiglace de la récolte mondiale et, avec le riz,
c’est la céréale la plus consommeée par 'homméedlé@ans la civilisation occidentale et au
Moyen-Orient, a toujours été un composant centell'dlimentation humaine. Il a été
domestiqué au Proche-Orient a partir d'une graméaéwage (égilopse). Sa consommation
remonte a la plus haute Antiquité. Les premierdsi@s apparaissent au Vllle millénaire av.
J.-C., en Mésopotamie et dans les vallées du Eigde I'Euphrate (aujourd’hui I'lrak), dans la
région du Croissant fertile.
La longueur d’'un grain de blé mature (plus granideedsion) est comprise entre 5 et 8 mm.
Sa largeur se situe entre 2 et 4 mm, son épaisstnar 2,5 et 3,5 mm, sa section longitudinale
entre 10 et 16 mfet sa section transversale entre 4 et 7,5.r&on poids varie entre 20 et
50 mg et sa densité entre 1,3 et 1,4. Le grain ldepbsséde un sillon résultant d’'une
invagination des téguments vers lintérieur du mgraur toute sa longueur ; les faisceaux
nourriciers de la graine au cours de son développesont localisés au fond de ce sillon. Un
grain de blé mature est formé de trois régionsufeid.) (Philippe, 2006):

+ les enveloppes du fruit et de la graine, forméesixi¢issus différents (13-17% en

poids du grain)
+ l'albumen constitué de I'albumen amylacé et deolache a aleurone (80-85%)

+ le germe composé d’'un embryon et du scutellum (+3%)
1.2 Histologie du grain de blé
1.2.1 Le péricarpe (le tégument du fruit)

Le péricarpe (Figure 2) est majoritairement counétitde matériel pariétal (30-40%

d'hétéroxylanes, 25-30% de cellulose, ~10% de nighiet 5-7% de protéines (Pomeranz,
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1982; Fincher & Stone, 1986). Il se compose de gmukies distinctes : le péricarpe externe

ou épicarpe et le péricarpe interne.

1.2.2 La graine

1.2.2.1 Le tégument séminal

Le tégument séminal (ou enveloppes de la grainefasstitué de deux tissus recouvrant
complétement la surface de la graine : la testde efilm pigmentaire. L’ensemble trés
hydrophobe est constitué d’'une couche tissulaiteeren catéchine intercalée entre deux fines

cuticules riches en cutine et subérine (Brown, 188%amoto & Everson, 1958).

1.2.2.2 L’épiderme du nucelle ou bande hyaline

L’épiderme du nucelle fortement adhérent au tégureéminal enveloppe toute la graine a
I'exception de I'embryon ou il est partiellementgd#dé. Au niveau de sa face interne,

I'épiderme est séparé de la couche a aleurone par aouche tissulaire hydrophobe
s'opposant a la pénétration de I'eau dans l'albu(Esers & Reed, 1988).

1.2.2.3 L’albumen

D’un point de vue histologique, I'albumen est c@nst de deux populations de cellules : la

couche a aleurone (~5% en poids de la matiere skcheain) et 'albumen amylacé (~80%).

1.2.2.3.1 La couche a aleurone

La couche a aleurone est une couche histologigceidée a la périphérie du grain entre
I'albumen amylacé et les enveloppes. C’est un tiesswplexe qui renferme des concentrations
importantes de molécules d'intérét nutritionnele EEkst, avec I'embryon, l'unique tissu vivant
du grain a maturité et permet son développemegbats de la germination. Elle assure a la
fois un réle nourricier via le stockage de métabsliet la synthése d'enzymes d'hydrolyse des
réserves, et un réle de protection grace a satgteupariétale résistante. Les polysaccharides
pariétaux représentent pres de 40% du poids deulehe a aleurone. Les parois des cellules a

aleurone sont épaisses (6 @r8). Occupant prés de 35 % du volume cellulaire, pe®is

12



Synthése bibliographique

présentent une structure bi-couche (Fulateal, 1972). La paroi de I'aleurone est trés riche
en arabinoxylanes (~60%) et en+3, 1—4)-B-glucanes (~25%) (Fincher & Stone, 1986)

mais contient peu de cellulose.

1.2.2.3.2 L’albumen amylacé

L’alboumen amylacé, tissu de réserve du grain, esiposé majoritairement de granules
d’amidon enchéassés dans une matrice protéique @tmeatinue. La teneur en amidon varie
en fonction de la position de la cellule dans Leiten. Le rapport protéine / amidon s’accroit
progressivement du centre de I'albumen amylacé seeggriphérie (Evers, 1970). L'albumen
est cloisonné par de fines parois cellulaires gurésentent 2 a 3% de sa masse séche.
L’épaisseur moyenne des parois est d’enviragm mais elles apparaissent plus épaisses au
niveau des cellules sub-aleuroniques. Les pardisilaees de I'alboumen amylacé sont
composées essentiellement d’arabinoxylanes (65-8%d—3, 1—4)-R-glucanes (20-30%)
(Fincher & Stone, 1986), contenant tres peu delloskes (2-4%) et de glucomannanes.

Trois types de cellules ont été classés selon lecalisation au sein du grain et leurs
caractéristiques morphologiques (taille et formecd#ules)(Greeret al, 1951). De taille
comparable aux cellules a aleurones auxquelles alteit adjacentes, les cellules sub-
aleuroniques ont une forme généralement cubiquéOdem de diameétre. Puis les cellules
prismatiques sont de forme allongée (~1a® sur 50 um). Les cellules centrales de
I'albumen amylacé se distinguent des autres partnéiseforte hétérogénéité de forme et de
taille (72-144um sur 69-12Qum).

1.2.2.4 Le germe

Partie vivante du grain, il donnera naissance afuhge plante. Le germe se compose de

deux parties distinctes : le scutellum et I'axe grahnaire.

2- LES PAROIS CELLULAIRES DU GRAIN DE BLE MATURE

2.1 Structures des polymeéres pariétaux du grain delé

2.1.1 Les arabinoxylanes (AX)

13



Synthése bibliographique

2.1.1.1 Hétérogénéité structurale au sein du grairet variabilité variétale des

arabinoxylanes

2.1.1.1.1 Les hétéroxylanes

La famille des xylanes posseéde une structure de @ mune sous la forme d’'un squelette
de résidus D-xylopyranoses liés entre eux par @esohs R-(3>4). Le xylose représente
généralement plus de 50 % des oses constitutifpadymere. Une grande diversité de
substituants existe sur cette chaine principalenipesquels, les plus fréquents sontué-
arabinofuranose ainsi que l'acidel-glucuronique. De courtes chaines latérales cade®

de résidus xylose, arabinose et galactose peuwbstittier également la chaine principale.
Des substituants non osidiques sont aussi rensomté que les acides féruliques pet
coumariques.

Le terme générique « hétéroxylanes » désigne lemeay substitués par différents résidus
osidiques (tandis que le terme arabinoxylanes carcgpécifiguement les xylanes ayant pour
unique substituant osidique I'arabinose). Les lo&i@anes se retrouvent dans tous les tissus
du blé: la tige, les feuilles, ou les glumes.

Les hétéroxylanes des enveloppes externes du geiblé ont un squelette de xylose
moyennement a fortement substitué par des chamiésales (30 a 80%). En plus des
substituants classiques des glucurono-arabino-gglaces hétéroxylanes se distinguent par la
présence de chaines latérales plus complexes.birase reste néanmoins le substituant
majeur ; il peut étre trouvé en position O-2 ou @tBxylose. Les hétéroxylanes extraits de
sons de blé ont un taux de substitution trés @080 %). lls se distinguent aussi par la
présence de galactose, d’'une quantité non négleéabd %) de résidus xylose en position
terminale de chaines latérales ainsi que d’untéont de di-substitutions (25-35%) des résidus
xylose du squelette principal (Brillouet & Joseleh987).

Apres hydrolyse I'acide ménagée ou par voie enzigmet des fragments d’hétéroxylanes
estérifies par I'acide férulique ou I'acigecoumarique ont été isolés (Ishii, 1997). Ces acides
phénoliques sont liés en position 5 de l'arabin@eith & Hartley, 1983; Katet al, 1982).
Différents types de liaisons covalentes relierailmst hétéroxylanes avec la lignine pour
former un complexe ligno-polysaccharidique dans pgesois cellulaires secondaires. Des
liaisons esters pourraient exister entre un acideugonique d’une chaine latérale d’un
hétéroxylane et la lignine (Hatfield, 1993) ou ungre chaine d’hétéroxylanes (liyamial,

1994). Des liaisons éthers pourraient égalemerstexxentre un hexose (position 6) ou un
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résidu de xylose (position et 3) et la lignine (Aratbeet al, 1989; Joseleasat al, 1992).
D’autre part, la lignine et les hétéroxylanes paigmt étre reliés par l'intermédiaire d’acides
féruliques. Ces derniers constitueraient des pomialents entre lignine et hétéroxylanes par
l'intermédiaire de liaisons éthers (liyanea al, 1994; Ralph & Helm, 1993). De plus, les
acides déhydrodiféruliques formés par oxydatiorcides féruliques par une peroxydase et
H.0,, tous deux présents dans les parois végétalgsarowradiation ultraviolette, serviraient
aussi de pont interchaines (Lanhal, 1996). De tels dimeres ont été isolés dans lesiga
cellulaires de blé (Markwalder & Neukom, 1976; Béotme et al, 1997), mais jamais sous

leur forme liée au polymere.

2.1.1.1.2 Les arabinoxylanes de I'albumen

L’albumen amylacé des grains contient entre 2 &b 8le polysaccharides pariétaux. Les
parois végétales de I'albumen sont des parois m@sanon lignifiées. Dans le blé, les AX
constituent de 70 a 80% des parois de I'albumerréMat Stone, 1973a. Mares & Stone,
1973b; Fincher & Stone, 1986).

Les AX (Figure 3) sont constitués d'un squelettédire de résidus xylopyranose liés en [3-
(1—4) sur lequel sont greffés des résiduds-arabinofuranosyl au niveau des O-2 et/ou O-3
(Perlin, 1951; Fincher & Stone, 1986): on parle deno-substitutions en O-2, de mono-
substitutions en O-3 et de di-substitutions en O-2/

Des acides phénoliques peuvent estérifier les AXiigaau de la position O-5 de certains
résidus d'arabinose (Figure 4) (Smith & Hartley83;9Ahluwalia & Fry, 1986). Mueller-
Harvey et al. (1986), Hartley et #1.990) ont montré que les acides féruliques étaerntes
par les résidus arabinose mono-substitués en @-& sguelette de xylose (Mueller-Harvey
et al, 1986; Hartleyet al, 1990). Les acides phénoliques ont un réle strattmportant par
leur capacité a se dimériser, par couplage oxydstiinsi établir des ponts entre les chaines
d’AX.

20 a 35 % des AX sont hydro-solubles (water exaitslet AX ou WE-AX). Les teneurs en AX
de l'albumen ainsi que la répartition solublesdinbles sont assez variables d’'une variété a

I'autre et sont également influencées par les fastagro-culturaux, les climats chauds et secs
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Figure 3: Structure de base des arabinoxylanes et typkaisiens rencontrées

(Araf: arabinofuranose, Xpl; xylopyranose, A.Fé : acide férulique)

H
B-D-xylopyranose
a-L-arabinofuranose
N
acide férulique
HqC
H

Figure 4 : Structure chimique d’arabinoxylanes (Smith & H&yt 1983).
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favorisant une teneur plus élevée en AX (Henry,61%derssoret al, 1994; Anderssoet

al., 1993; Lempereuret al, 1997). Les AX hydro-solubles des grains de cégtale
proviennent que de I'albumen amylacé (Vorageml, 1992). Pour le blé, la farine blanche
est essentiellement constituée par I'aloumen arayddaeprésente de 70 a 75 % du poids du

grain, les arabinoxylanes hydro-solubles représ¢®& a 0,8 % du poids de la farine.

2.1.1.1.3 Hétérogenéité structurale des arabinoxylas au sein de I'albumen

Les principales différences de structure des AXtegmirsur le degré de substitution de la
chaine de xylose par les résidus arabinose (exppande rapport Ara/Xyl), les proportions
relatives de mono- et di-substitutions, et la tereeuacide férulique.

L'hétérogénéité de composition et de structure Ad¢shydrosolubles a été démontrée par
différentes techniques de fractionnement : préatippih sélective par le sulfate d’ammonium
ou par I'éthanol, chromatographie d’échange d’asion d’exclusion stérique (lzydorczyk &
Biliaderis, 1995; Vinkxet al, 1993; Dervillyet al, 2000). En moyenne, un rapport Ara/Xyl
de 0,6 est trouvé pour les AX hydrosolubles d’albonde blé (Izydorczyk & Biliaderis,
1995), mais en combinant fractionnement par pritipn a I'éthanol et chromatographie
d’exclusion stérique, Dervilly et al ont isolé despulations d’AX avec des rapports A/X
variant de 0,4 a 1,1 a partir d’'une populationiatet présentant un rapport A/X de 0,56
(Dervilly et al, 2000; Dervilly-Pineket al, 2001b). Cleemput et al. (1995a) et Hoffmann et al
(1991) ont montré, par précipitation fractionnée pathanol, que le rapport Ara/Xyl
augmente (0,43 a 0,82) quand la teneur en éthatamulle les fractions ont été obtenues
augmente de 20 a 60% (Cleemptital, 1995a; Hoffmanret al, 1991). Ces mémes auteurs
ont montré que l'augmentation de la teneur en éthdaccompagne d'une diminution de la
teneur en résidus xylose non substitués (Xyln) amarsubstitués en O-3 (Xylm), alors que
celle en résidus xylose di-substitués (Xyld) augimen

Des conclusions identiques ont été obtenues apaetioihnement par précipitation par le
sulfate d'ammonium. Les AX hydro-solubles de bléa(d% & Stone, 1973b; Izydorczyk &
Biliaderis, 1992) obtenus ont un degré de subgiitugui augmente avec le degré de
saturation en (NE.SO,. Le rapport Ara/Xyl des AX de blé varie de 0,58,88 quand le
pourcentage de saturation en (W3O, varie de 55 a 100%. Les proportions relatives de
chaque type de substitution des résidus xyloseemardans le méme sens qu'apres

précipitation fractionnée a I'éthanol. Il apparalissi que la teneur en résidus xylose
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terminaux augmente avec la teneur en N0, alors que les teneurs en acides féruliques
diminuent.

L’ensemble de ces travaux démontre que des popatati’AX de structure différentes co-
existent au sein des extraits aqueux d’albumenredarihe de blé. Ces études ont été réalisées
sur farine entiére, rendant impossible la détertiinade l'origine de ces différentes
populations au sein de I'albumen. Delcour et(8099) ont montré en étudiant différentes
fractions de mouture du grain de céréale que IparpAra/Xyl des AX hydrosolubles,
augmentait de I'extérieur vers le centre du grddel¢our et al, 1999). Ce phénomene
s’accompagnant de la diminution de la teneur erduésXyln et 'augmentation de celle en
Xyld, la teneur en Xylm restant constante.

Il semble donc que I'hétérogénéité de structueatomposition des AX isolés a partir de
farine reflete un gradient de structures entreelgre et les couches externes de I'albumen du
grain de blé.

L’hétérogénéité structurale des AX a été abondanmrdénrite dans le cas des fractions
hydrosolubles, mais les données sont plus rares lasufractions hydro-insolubles qui
représentent 75% des AX dans les parois de l'albur@es AX hydro-insolubles ont été
étudiés apres solubilisation alcaline (Gruppeal, 1992a; Gruppest al, 1992b; Gruppeet

al., 1993b; Gruppeet al, 1993a) ou enzymatique (Ordaz-Omizal, 2005). Globalement, la
structure des AX hydro-insolubles est proche ddecdkes hydro-solubles et une forte
hétérogénéité de la structure de ces fractionégagement observée. Toutefois les AX hydro-
insolubles ont un rapport A/X légerement plus éléydi se traduit par une proportion de
résidus mono-substitués (Xylm) plus forte et de-sobstitués (Xylu) plus faible, tandis que
la proportion de résidus di-substitués (Xyld) estnparable dans les deux fractions(Ordaz-
Ortiz et al, 2005).

Il existe également une variation spatio-tempordliedegré de substitution des AX en lien

avec le stade de développement du grain (cf pgrhgra.3, page 37).

2.1.1.1.4 Variabilité variétale des AX

Rattan et al.(1994) ont étudié des AX hydro-solubles provenaat 1d farines de blé
différentes. Les résultats montrent d'importantasations de composition, surtout dans les
teneurs en protéines et en acides féruliques (Rattal, 1994). Andersson et.d[1994) ont

eégalement étudié la variabilité structurale ente AX hydrosolubles provenant de 20 farines
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différentes (Anderssoet al, 1994). Leurs résultats montrent de forts coedfits de variation
en ce qui concerne les différents types de sulstitides résidus xylose. Saulnier et al.
(1995) ont montré sur 22 farines de blé différempies les teneurs en arabinoxylanes hydro-
solubles ainsi que les viscosités des extraitswaquariaient d’'une farine a l'autre (Saulnier
et al, 1995). Ces résultats indiquent qu’il existe upeef variabilité entre variétés de la
structure des AX hydrosolubles de l'albumen de blées études sur 20 variétés de blé
francais (Ordaz-Ortizet al, 2005; Ordaz-Ortiz & Saulnier, 2005) ont montrée qeette
variabilité est également observée pour I'ensend#s AX de l'alboumen (solubles et
insolubles). Pritchard et al., 2011 ont étudié des provenant des blés différents. Les
résultats (Tableau 1) montrent d'importantes vianatdes structures des AX (Pritchatdal,
2011).

Le contrdle génétique des variations de la strecties AX hydrosolubles et de la viscosité
des extraits aqueux de blé a été démontré pardeaux de Martinant et al. (1998, 1999).
(Martinant et al, 1999; Martinantet al, 1998)La viscosité relative des extraits aqueux es
essentiellement contrblée par la teneur en AX hsaludles. Un locus a effets quantitatifs ou
QTL (quantitative trait locus) associé aux variatiae la viscosité relative et au rapport A/X
a été établi sur le chromosome 1BL du croisemetredes variétés Synthetic et Opata. Ce
QTL explique 32-37% des variations de teneur enedXle viscosité relative et 35-42% des
variations du rapport A/X (Martinart al, 1999; Martinanet al, 1998).
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H.CO

CH

Figure 5: Les éléments structurels présents dans arabimoay! (a) Xylp non-substitué, (b)

Xylp monosubstitués en O-2 (c¢) Xylp monosubstiteds O-3 avec des résidus d'acide

férulique estérifié a Araf et (d) Xylp disubstitagd O-2/ O-3 (Izydorczyk & Dexter, 2008)

Mo. of Mo. of Grain
Group variety Starch AX NSP Ara/Xyl  Average lines MBG lines weight
description igkg™") igkg™" igkg™") ratio AraXyl  tested igkg')  tested (mg)
NWMMP lines 418.0-7545 23.7-658 31.8-914 06-1.0 0.7 12 20-143 12 26.3-53.0
Tetraploid lines 5245-837.5 33.6-69.2 31.7-934 0.5-09 0.7 24 3.0-6.8 88 20.1-74.6
Chinese elite lines 3793-5186 434-1074 614-1367 04-13 0.7 27 1.8-65 27 32.9-534
Primitive wheat 318.9-700.0 33.6-69.2 455-86.0 0.5-1.0 0.6 24 3.2-180 35 3.7-646
Triticale hexaploids 504.0-734.0 52.9-88.1 70.3-1123 0.9-11 1.0 22 35-96 22 27.4-62.1
Wheat-barley addition lines - - - - - - 9.0-11.3 6 -
Hexaploid wheat varieties 436-70.7 375-83.0 425-949 05-12 1.0 96 22-118 338 16.2-59.1
CIMMYT synthetics - - - - - - 5.0-101 22 62.2-78.3
Total range 3189-8375 23.7-1075 31.7-1367 0.4-13 - 21 1.8-18.0 E51 37-783

Tableau 1: Composition d’arabinoxylanes piglucanes de blé provenant de blé différentes.

MBG : B-glucanes ; AX : arabinoxylanes (Pritchatdal, 2011)

NSP : Non starch polysaccharides

MBG : Mixed link 3-glucan
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2.1.1.2 Modeéle de structure des AX

Plusieurs modeles de structure pour les AX hydiokdes et insolubles de I'albumen de blé
ont été proposés (Figure 5, 6).

D'apres les premiéres études menées a ce sujeld(Bwrerlin, 1959; Goldschmid & Perlin,
1963), les AX hydro-solubles de blé sont principsat constitués de régions fortement
substituées ou des résidus xylose mono- ou diitudstsont séparés par un seul résidu
xylose non substitué. A intervalle de 20 a 25 xg¥ysdes régions plus «lisses » de 2 a 5
résidus xylose non substitués apparaissent.

Le modele structural proposé par lzydorczyk etaBlidiris (1994) (Izydorczyk & Biliaderis,
1994) pour les AX hydro-solubles du blé differecddui proposé par Gruppen et al. (1993b)
(Gruppenet al, 1993b) pour les arabinoxylanes hydro-insolubdedés de farine de blé par
traitement alcalin et hydrolysés par une (1-4)-Bfidlo xylanase éspergillus Ces auteurs
suggerent que le polymere est constitué de deuwngdglistinctes : l'une, de structure
constante, est tres fortement disubstituée et rohmono-substitutions en O-2, l'autre est une
région moins dense en substitutions pouvant corapdes séquences non substituées de 7
résidus xylose. Ces deux régions alterneraientespolymeére et les différences de rapports
Ara/Xyl rapportées dans la littérature pour les A¥dro-insolubles seraient liées a des
variations de proportions entre ces régions ain& tp composition de la région la moins
substituée. De plus, les polymeres hydro-insolulsl@stiennent moins de résidus xyloses
substitués contigus que les hydro-solubles (Grugpeh, 1993b).

Par ailleurs, les études de modélisation de lailoigion des résidus arabinose sur la chaine
de xylose indiquent que dans les AX hydro-soluldedi-substitution des résidus xylose est
favorisée (Dervilly-Pinelet al, 2004). Par contre, la distribution des zones tduBgs
(indépendamment du type de substitution) sembleespondre a un modele aléatoire.
L’application d’'un tel modéle a des AX présentantfart taux de substitution (A/X = 1) ou
un faible taux de substitution (A/X = 0.4) permet effet de construire des polymeres
comportant des « clusters » de zones non subsituédortement substituées, et répondant
aux résultats observés pour leur dégradation ertmyngaou leur oxydation périodique
(Dervilly-Pinel et al, 2004).

2.1.1.3 Biosynthese des AX
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La biosynthése des polysaccharides pariétaux espraoessus sous contrble génétique
secondaire, complexe et mal connu. L'élaboratios gdelysaccharides ne résulte pas, a
'image de la synthése des protéines, de la sirmplescription du code génétique, mais est
contrblée par la spécificité des différentes enzyinegpliquées dans la polymérisation. Les
précurseurs des polysaccharides pariétaux somtubddotides glycosylés qui sont synthétisés
dans le cytoplasme de la cellule. Parmi ces osegacl'UDP-glucose est primordial car a
partir de lui sont formés d’autres oses-nucléotigas isomérisation, déshydrogénation,
décarboxylation. Ensuite, la polymérisation desnmaolécules pariétales est assurée par des
glycanes-synthases et des glycosyltransféraseweaunde deux sites : le plasmalemme et le
systeme endomembranaire (réticulum endoplasmiquappareil de Golgi) (Figure 7).
Comme pour les autres polysaccharides non celtilesi la biosynthése des AX se déroule
dans l'appareil de Golgi et ces derniers sont emswportés vers la paroi par des vésicules de
sécrétion (McCanet al, 2000).

Différents types de molécules, en particulier dedgines, ont été proposés comme initiateurs
de polymérisation, mais les mécanismes ne sontclam®ment établis (York & O'Neill,
2008).

Une grande variété de liaisons coexiste dans les sAiggérant qu'au moins six activités
enzymatiques différentes sont nécessaires. Ellg@sdidasées en trois classes d'enzymes pour
lassemblage des AX : glycosyltransferases (pous Igaisons glycosidiques),
feruloyltransferases et enzymes oxidatives (diraéads de I'acide férulique).

Chez les plantes, les glycosyltransferases repesenne grande famille multigénique avec
plusieurs centaines de membres chez les mono- cettyfidones. La présence et la
conservation de ces genes permettent une classifiean sous familles. Seuls, quelques unes
ont été particulierement étudiées. La plupart dgscgsyltransferases ont été identifiees par
homologie de séquences ou de motifs et insérées ldahase de données CAZY et peu
d'entre elles ont été caractérisées du point de deeleur fonction. Les activités
glycosyltransférases requises pour la formation tdes liaisons glycosidiques majeures
rencontrées dans les AX sont les liaispr(d—4) entre résidus xylos@, (1—2) etp (1—-3)
entre la xylose et l'arabinose.

La biosynthése de la chaine principale est catalpaé UDP-D-xylose: (3>4)--D xylane 4-
B-D-xylosyltransferase ou xylane-synthase, utilidamidine 5'-diphosphoxylose (UDP-Xyl)
comme substrat donneur. La preuve que le squeletig/lose est formé en premier (Porchia

et al, 2002) est apportée par le fait que l'activitdarasyltransferase est dépendante de la
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syntheése d'un squelette non substitué de xylosaneomolécule acceptrice. La taille de la
molécule acceptrice n'est pas connue. L'actividgmatique pour la biosynthese de xylanes a
éte détectée dans des tissus comportant des paroisie de secondarisation (Gregetyal,
2002) mais aussi dans des jeunes plants de bl€hjRo& Scheller, 2000; Kuroyama &
Tsumuraya, 2001) et également dans I'albumen die dicrge (Uraharat al, 2004).
Dans l'albumen du grain d'orge, l'activité maximptur unep-(1—4) xylosyltransferase
intervient entre 13 et 14 jours apres anthese.€foist le dépbt des AX se poursuit alors que
l'activité de cette enzyme a chuté (25 jours aprékese), suggérant la présence d'aftres
(1—4) xylosyltransferases.
Des activités xylane-synthases (Gregetyal, 2002; Porchia & Scheller, 2000; Bolwell &
Northcote, 1983) et arabinosyltransferases(Poreh&, 2002) ont été détectées au niveau de
I'appareil de Golgi.
Les enzymes impliquées dans la féruloylation des étXeurs génes restent a identifier.
Cependant, des études réalisées sur des cultucetiules en suspension de mais (Ghiell,
2003) et de blé (Frgt al, 2000) avec de l'arabinose mardtiet de I'acide férulique marqué
4C suggeérent une féruloylation intracellulaire de%. Aa dimérisation de l'acide férulique
intervient probablement principalement dans la ipeetlulaire, toutefois différents travaux
(Obel et al, 2003; Fryet al, 2000) indiguent que cette dimérisation peut égald se
dérouler intracellulairement, au moins pour le dien@5'.
L'une des difficultés rencontrée pour I'étude deidsynthese des AX provient du fait que les
AX isolés a partir du matériel pariétal résultegalément de modifications/remodelages
survenant dans la paroi. Nous pouvons mentionner

- la réticulation de I'acide férulique sous l'anttte laccase ou peroxidases.

- I'élimination de résidus arabinose par une axdbnanosidase.
Une arabinofuranohydrolase a été isolée a partjedlges plantules d'orge (Leéal, 2001).
Le remodelage des AX a également été décrit lora deoissance et le développement du
coléoptile d'orge (Gibeauwt al, 2005). Selon Gibeaut et Carpita (1991) (Gibea@a&pita,
1991), les AX nouvellement synthétisés seraiertefoent substitués. La substitution serait
garant de la solubilité de ces AX et faciliteragul transport par le systéeme endo-
membranaire. Lors de la maturation des celluléBmination de résidus arabinose pourrait
conduire a une perte de la solubilité des AX etremforcement de la paroi a travers des
interactions impliquant des liaisons hydrogeneestes AX et les (3, 1—4)-R-glucanes
(Izydorczyk & MacGregor, 2000). La présence daagpareil de Golgi ou dans la paroi de

glycosylhydrolases impliqguées dans la biosynthé&seAKX n'est pas exclue. Dans le cas de la
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cellulose par exemple, une endoglucanase a étéifidercomme étant impliquée dans sa
biosynthese au méme titre que des glyscosyltraas#érconnues comme cellulose-synthase
(CesaA) de la famille GT2.
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2.1.2 Lesp-glucanes

Le terme depB-glucanes désigne une vaste famille de polysaatd®mrcomposés par des
monomeres de D-glucose en configuration 3 et adéengar différents types de liaisons
glycosidiques. Le type de ces liaisons+3, 1—4, 1—-6) et leur répartition affecte fortement
la conformation des chaines piglucanes et les propriétés d’association et debddé qui

en découlent. Les parois de I'albumen des céréalatsennent des proportions importantes de
(1—3, 1-4)-B-glucanes ou R-glucanes mixtes et sont pratigne dépourvues de cellulose.
Le taux de RB-glucanes dans les grains de cérésianfleiencé par des facteurs génétiques
et/ou d’environnement. Les teneurs guglucanes dans les grains dorge (2,5 a 11,3%),
d’avoine (2,2 a 7,8%), de seigle (1,2-2,0%), eble(0,4 a 1.4%) varient considérablement
(Anderssoret al, 1999; Fleuryet al, 1997; Haret al, 1995).

2.1.2.1 Hétérogenéité structurale et variabilité de(1-3, 1-4)-B-glucanes

Les (-3, 1-4)-B-glucanes sont exclusivement constitués parésdus D glucopyranose
arrangés en blocs de résidus 3-D glucose liésegdidisons (3>4) séparés par une simple
liaison (1-3). La structure résultante est un polysacchari@gomiairement composé de
cellotriosyles (58-72%) et de cellotetraosyles 8306) liés par des liaisons 3-6B) (Figure

8). Il peut néanmoins comporter en quantité minaleg séquences composees de 5 - 10,
jusqu'a 14 résidus glycosyles consécutifs liésdearliaisons (3>4) (Cuiet al, 2000). Selon

la littérature, bien que la distribution des liaiso3-(3»3) ne soit pas aléatoire, les blocs
cellotriosyles et cellotetraosyles seraient dis@gh de facon aléatoire au sein du
polysaccharide (Staudet al, 1983).

Les travaux de caractérisation ont surtout étéisésalsur les (&3, 1—4)-R-glucanes de
grains d'orge, ou ils constituent le composant nitajoe des parois des cellules de I'albumen
(Forrest & Wainwright, 1977). Les {23, 1—-4)--glucanes ont été isolés a partir d'autres
céréales et quelques variations de structure €otge, I'avoine, le blé et le seigle ont été
mises en évidence (Cet al, 2000; Wood, 2004; Lazaridou & Biliaderis, 2004shet al,
2004).

Ces variations de structure chimique peuvent gtpeéhendées a travers le rapport des unités
cellotriosyles et cellotetraosyles produites lagd'dydrolyse par une enzyme spécifique : la
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Figure 8 : (A) Distribution des liaisons des-{43, 1—4)-3-glucanes d’orgéB) conformation

putative des chaones de-+$B, 1—4)-R-glucanes (Izydorczyk & Dexter, 2008)
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(1—3, 1-4)-B-D-glucan,-4-glucane-hydrolase. Le rapport trisacicle/tétrasaccharide varie
entre 3,7 et 4,5 pour le grain de blé, 2,8 et 83 e grain d'orge et entre 2,0 et 2,4 pour le
grain d'avoine (Cuet al, 2000; Lazaridou & Biliaderis, 2004; Toshal, 2004).

2.1.2.2 Biosynthese des{13, 1—4)-R-glucanes

L'étudein vitro de la synthése des-{13, 1—4)--glucanes a partir de membranes golgiennes
isolées a permis de comprendre les étapes de padatien de ce polysaccharide. L'activité
de la (>3, 1—4)-3-glucane-synthase vitro produit un polymere contenant une distribution
d’unités cellotriosyles et cellotetraosyles idenéch celle d'un (3, 1—4)-3-glucane natif.
Cette activité est localisée au niveau de la mengbide I'appareil de Golgi (Gibeaut &
Carpita, 1991) et nécessite notamment la présembagd’ (ou Mrf™"). L'activité in vitro de la
(1—3, 1-4)-B-glucane-synthase requiert, comme pour la sgethde la cellulose, une
membrane intacte afin de maintenir un gradient He(@ibeaut & Carpita, 1991) et un
potentiel de membrane (Carpita & Demer, 1980). Qaaique une orientation topologique
semblable dans la membrane pour la->8 1—4)-B-glucane-synthase et la cellulose-
synthase, avec le site actif faisant face au cgtiésolique de la membrane et I'extrusion du
polymere de la membrane vers I'extérieur de lautibour la cellulose ou dans le lumen du
Golgi pour le (33, 1—-4)-3-glucane.

Si la (1-3, 1-4)-B-glucane-synthase dérive d’'une cellulose-syathancestrale et possede
un mécanisme de synthese similaire, une partieedsmécanisme doit inclure l'association
d'une sucrose-synthase pour I'approvisionnemebtD#rGlc au site actif de la {23, 1—-4)-
B-glucane synthase. Le complexe de la»8l 1—4)-3-glucane-synthase comprendrait alors
une partie cellulose-synthase-like (CSL) produisdes unités cellobiosyles et les unités
paires de cellodextrines, et une glycosyltranséerdistincte ajoutant un troisieme résidu
glycosyl pour former les unités cellotriosylesest Unités impaires plus longues.

Ce modele proposé pour la—+4$B, 1—4)-B-glucane synthase a été confirmé par les travau
d’'Urbanowicz et al. (2002 ; 2004) (Urbanowietzal, 2004; Urbanowiczt al, 2002) qui ont
montré que la synthese des unités impaires prgeaédan mécanisme différent de celui des
unités paires. Une glycosyltransférase sensiblepaotéases a pu étre dissociée de la partie
du complexe responsable de la synthése des uites p

Le complexe de la (3, 1—4)-B-glucanes-synthase comprend donc une partie cedlulo

synthase-like qui produit les unités cellobiosyéges unités paires de cellodextrines, et une
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glycosyltransferase distincte qui ajoute un tromeerésidu glycosyle pour former les unités
cellotriosyles et les unités impaires plus longues.

Compte tenu de la similarité chimique entre lautefie et les (3, 1—4)-B-glucanes, il
apparait logique que les genes codant pour les3(11—4)--glucane-synthase appartiennent
a la famille des cellulose synthase like (CSL). noenbreuses sous familles des genes CSL
ont été identifiées chez les plantes et désignéeg331 A a CSLH (Richmond & Somerville,
2000; Dhugga, 2001). Deux classes (CSLF et CSLH) spécifiqgues des graminées. Burton
et al. (2006) (Burtoret al, 2006) ont démontré que des membres de la soullefddSLF
étaient de bons genes candidats pour la synthése(He3, 1—4)-B-glucanes et la
suppression de l'expression de ce géne par desigees d’ARN interférence (RNAI),

diminent la quantité dg-glucanes dans I'albumen de blé (Nemettial., 2010].

2.2 Cinétique de dépodt et distribution des polyméredans les parois

La cinétiqgue de dépot et la distribution des AXdes (1-3, 1—4)-3-glucanes des parois de
'albumen du grain de blé au cours de son dévelmgpé ont été étudiéeas situ par Philipe

et al. (Philippeet al, 2006a; Philippet al, 2006c).

Les (1,3)-R-glucanes ont été détectés dans lessphes cellules de I'albumen en formation au
stade 45°JAA (somme de la température accumulégopampres anthese ; JAA). lls sont
présents de facon transitoire : des que l'albuns¢écalularisé (72°JAA), les (1,3)-R-glucanes
ne sont plus détectés dans la paroi. Ces résudtais en accord avec les observations
rapportées par Morrison et O'Brien (1976) et Brawial. (1994 ; 1997) (Browat al, 1994;
Brown et al, 1997) sur I'albumen des grains en développemertil@, d'orge et de riz. Les
(1,3,-1,4)-B3-glucanes sont absents a 45°JAA etctiitea 72°JAA (Morrison & O’'Brien,
1976). lls sont ensuite présents tout au cours é@eldppement du grain et dans le grain
mature. En microspectroscopie FT-IR, au dela de A, ils ne sont plus détectés dans les
parois de lalbumen amylacé car masqués par letreped’absorption des AX.
L'immunocytochimie révele qu'au stade 72°JAA, 84 1,4)-B-glucanes sont distribués de
facon homogéne dans les parois minces de I'albeneare indifférencié. Au début du stade
de différentiation (245°JAA), la couche la plusesre se différencie en couche a aleurone et
un important dépot de (1-3, 1-4)-3-glucanes estridssur la face intérieure des parois de ces
cellules ; dans les cellules de I'albumen amylacédpot est moins important. A la fin du
stade d’accumulation des produits de réserve (#A55Jimportance et la distribution des
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(1,3,-1,4)-B-glucanes dans les parois des celluksurone sont proches de celles observées
dans le grain mature (Guillcgt al, 2004). Dans I'albumen amylacé, la distributios ¢&3,-
1,4)-R-glucanes varient selon la position des ledues parois des cellules centrales étant
plus intensément marquées que les cellules prigoeti(Figure 9). En outre, les (1,3-1,4)-R3-
glucanes sont distribués sur toute la largeur desiqy a I'exception de la lamelle moyenne.
Dans lI'albumen amylacé de grain de blé mature(lgs- 1,4)-3-glucanes sont confinés sur la
face intérieure des parois (Figure 10, Guilitral, 2004).

Composition Structure des AX
Rapport AX/BG Rapport A/X
60/40 0.3-0.4

Couche a aleurone

Proche couches externes

75125 0.5-0.6

Cellules prismatiques Loin du germe

50/50 0.7

Cellules centrales Proche du germe

Figure 9: Hétérogeénéité de structure des AX (A/X) et de positions (AX/BG) des parois
dans les parois de I'albumen.

Figure 10: Immunomarquage des BG dans les parois d'aleuAd®¥@/ parois d'aleurone; J :

jonction cellulaire; Bars: 0,fm (Guillonet al, 2004).
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Les divergences de distribution des (1,3-1,4)-RBahes au sein des parois de l'albumen
amylacé des grains a 445°JAA et des grains matuggéere que les (1,3-1,4)-B-glucanes
peuvent subir des modifications supplémentaireésapd5°JAA, comme une hydrolyse. Une
autre possibilité est que I'épitope (1,3,-1,4)-Beglnes dans le grain mature soit masqué par le

dépdbt d'autres polymeres.

Immunomarquage des BG

dans les parcis cellulaires de Maleurone

Immunomarquage des AX et des BG

Rouge: anti-AX - Vert: anti-BG

Crganisation lamellaire

Figure 11: Localisation et organisation des AX et des B@sda paroi de la couche aleurone
du grain de blé.

MET: Microscopie électronique a transition, AFM: dvbscope a force atomique
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Dans le grain mature les AX sont les constituanggears des parois de I'abumen. lls sont
distribués sur toute I'épaisseur de la paroi etndbats dans les zones de jonctions et en
particulier a l'interface nucelle-couche a aleurohes AX ne sont pas présents lors des
premiers stades de développement du grain et siadeut lors de la différenciation
cellulaire (245°JAA). A ce stade la longueur finale grain est presque atteinte et les AX
contribuent vraisemblablement au renforcement deaé de polyméres au sein de la paroi.
Une hétérogénéité dans la distribution des 81 1—4)-R-glucanes et des AX en fonction des
types cellulaires de l'albumen amylacé est obse&vgaartir du stade de difféerenciation.
L’observation en microscopie (MET et AFM) des paraialeurone révele une structure
lamellaire avec une distribution alternée dpgylucanes mixtes et des AX tandis que dans
'albumen amylacé les AX sont uniformément distébisur I'épaisseur de la paroi et fies
glucanes sont concentrés du coté du lumen cebu{&igure 11). Les parois des cellules des
régions périphériques de lI'albumen amylacé surakelde l'intensité de marquage semblent
contenir moins de (3, 1—-4)-R-glucanes et d’AX. Ces différences d'immunomage
peuvent résulter d'artéfacts associés a la prépardés échantillons ou dans le cas des AX,

de variations spatiales de leur degré de subsiituti

2.3 Variation spatio-temporelle du degré de substition des AX

Des observations menées en microspectrocopie F&t-Raman indiquent que les AX sont
plus substitués au stade 245°JAA qu'aux stadeseulté (Roberet al, 2011, Figure 12). De
plus les AX dans la région périphérique de I'albnramylacé sont plus substitués que ceux
des cellules centrales (Saulnatral, 2009). Les AX des cellules a aleurone sont caresets
par un faible degré de substitution comparé aux des cellules de l'albumen amylacé
(Antoineet al, 2003). D’une maniére surprenante, en terme dstisuion des AX, les parois
des cellules a aleurone modifiées semblent étre poches des parois des cellules centrales
gue des parois des cellules a aleurone. Les AXpdesis des cellules prismatiques sont les
plus substitués (Philippet al, 2006a).

La diminution de la substitution des AX au coursddweloppement du grain pourrait résulter
soit d'une modification des AX natifs fortement stffonésin murg sous l'action d'une
arabinofuranohydrolase, soit de l'incorporationXd'®lus faiblement substitués en fin de la
période d'accumulation rapide des réserves. Urienarfaranohydrolase spécifique des AX a
été purifiée dans de jeunes plants d'orge (gkeal, 2001). Des modifications des AX ont
également été observées pendant le développemdat abissance de coléoptile d'orge
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(Gibeautet al, 2005). Des hypotheses ont été formulées pouigel cette évolution. Ainsi

le fort taux de substitution des AX nouvellememithgtisés favoriserait leur solubilité et leur
transport par le systeme endomembranaire (GibeauCapita, 1991). Par ailleurs
I'élimination des résidus arabinose pourrait eesuddvoriser les interactions de type
hydrogene avec les {33, 1—-4)-B-glucanes (lzydorczyket al, 2000) et renforcer

I'architecture pariétale.

syncitial cellularisation différenciation maturation
Fertilisation [ i _ (Aleurone | Accumulation des molécules de réserve
Stade syncitium | Formation parois Fin des divisions ¢
L Vacuolisation | Cellularisation | 1'albumen | Dessication
Anthege 305 JAA
|

Couche a aleurone

Stade cellularisation 45°J:
- (1-3) R-D-Glucanes
Stade de division [70°J - 250°]]
- disparition (1-3) B-D glucanes
-B glucanes mixtes et arabinogalactanes

Stade différenciation [250450°J]
- dépots des AX
- féruloylation des AX si850°J
- variations du degré de substitution

Figure 12: Evolution des parois cellulaires au cours du tpmement du grain de blé
(Philippe, 2006).
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2.4 Propriétés Physico-chimiques et implications téinologiques des AX

Bien gu’ils ne représentent que 2 a 3% du poidedarine (0,3 a 0,7% pour les AX hydro-
solubles), les AX jouent un rdle important dansctmsistance des pates boulangeres et
biscuitieres, dans la qualité et la conservatios peduits de cuisson ainsi que dans la
viscosité du modt en malterie/brasserie, (CourtiDécour, 2002; Saulniet al, 2007). En
alimentation animale dans le cas du blé et dueeigi effet antinutritionnel est attribué aux
AX hydrosolubles (Annison & Choct, 1991; Choct & Wson, 1992; Austiret al, 1999).
L’augmentation de la viscosité des digesta, lida présence des AX ou des beta-glucanes
mixtes, est un des mécanismes impliqués dans laaisaudigestibilité de ces céréales par les
volailles. Cette viscosité élevée perturberaitdmsport des nutriments et des solutés a travers
la lumiére intestinale et entrainerait une malgttsam de I'amidon, des protéines, des lipides
et des vitamines liposolubles.

Le role technologique des AX est donc lié essdatignt aux propriétés d’interaction avec
'eau et aux propriétés de solubilité, viscosit@éification de ces polymeres. Toutefois, Les
données bibliographiques concernant le réle tedymplie des AX sont parfois
contradictoires en raison du degré de pureté k&t demposition des extraits d’AX, mais aussi
des méthodes d’isolement qui conduisent parfoissaadtérations de structure et de propriétés

physico-chimiques.

2.4.1 Impact de la conformation des AX

Les propriétés physico-chimiques (solubilité, este, gélification...) des AX sont fortement
régulées par les interactions avec les autres mlee¢polyméres ou solvant), interactions qui
dépendent de la conformation structurale des AX.

La conformation des AX, et plus généralement addie xylanes, est décrite dans la littérature
comme étant une chaine étendue formant un rubsad®iou hélice ayant trois résidus xylose
par pas d’hélice (Settineri & Marchessault 196%iréhessault & Settineri 1964) (Figure 13).
Ce pas est de 1,49 nm ce qui donne une longueQr5dem pour un monomere de xylose
projeté sur I'axe de la molécule de xylane (Atkit892). La conformation étendue des
xylanes est souvent comparée a celle des polysadehdiés en 3-(b4) tels que la cellulose
ou les mannanes (Atkins 1992). Cette conformatienduie est expliquée par le fait que les

carbones 1 et 4 sont aux extrémités opposées tkimy@nosique.
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Figure 13 : Conformation d’'une chaine de xylane. Représeantaties liaisons hydrogenes
entre les atomes O3 et O5 de résidus conseéculiifsh@r &Stone, 1986).
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Les termes « étendu » et « linéaire » étant sous&sdcies, par ces auteurs, a la rigidité du
polymére. Ces molécules sont alors décrites comea@dlymeéres « rigides ». Cependant, les
xylanes sont plus flexibles qu’une hélice de ceBel qui contient deux résidus glucose par
tour d’hélice. En effet, il n'existe qu'une seulaison hydrogéne stabilisatrice entre deux
résidus xylose adjacents (Marchessault & Settih®64) alors qu’il y en a deux entre les
résidus glycosyles adjacents de la cellulose (Gard&nBlackwell, 1974; Fincher & Stone,
1986). Cette liaison s’établit entre I'hydrogéne ghoupement hydroxyle en position d’'un
résidu xylose et 'oxygéene en position 5 du résidivant (Figure 13) (Marchessault & Liang,
1962). Ainsi, la simple substitution par un hydnogechez les xylanes induit des
modifications importantes au niveau de I'établissetde liaisons hydrogéne intra- et inter-
chaines.

A partir de la détermination de la masse molairdeeta viscosité intrinseque d’AX hydro-
solubles en solution, Andrewartha et al. (1979) oonhclu que les AX adoptaient une
conformation de type ruban torsadé rigide étendapi@s ces auteurs (Andrewartbtal,
1979; Kacurakovaet al, 1994) la présence sur la chaine de xylose destisudmt
monomeérique d’arabinose modifierait la conformatidas AX. Les résidus arabinose
stabiliseraient le squelette de xylose dans unefoomation étendue, asymétrique et
globalement plus rigide. Le caractere asymétrigeidadmolécule a été suggéré par la forte
valeur du « rapport axial » (longueur/largeur dlyp@re) = 140 pour les arabinoxylanes de
l'albumen de blé (Andrewartle al, 1979).

Toutefois, I'étude cristallographique et la moddiisn moléculaire de xylanes fortement
substitués en O-2 et O-3 par des résidus-Hearabinofuranose indiquent que la structure de
base de I'hélice a trois résidus par tour est awmése(Atkins 1992; Yuiet al, 1995). Cela
laisse supposer que les substitutions affectent lpectonformation des xylanes qui reste
globalement la méme pour les AX.

Plus récemment, la conformation des AX de blé aédtelice par HPSEC-MALLS et
viscosimétrie par Dervilly-Pinel et al. (2001) (D#ly-Pinel et al, 2001b). Ces études
montrent que les AX sont des polysaccharides skexibfes adoptant une conformation de
type pelote statistique en solution quel que sait degré de substitution. La rigidité de la
chaine (évaluée par la longueur de persistence = 1§m) est comparable a celle des
galactomannanes (Lp = 4.5-9 nm) qui ont égalememomportement de pelote statistique et
sont utilisés comme épaississants dans l'industgi-alimentaire. Cette rigidité est trés
inférieure aux systémes assimilés a des « batomiggdes » comme les xanthanes ou les

schizophyllanes (Lp = 100-150 nm). Ces résultatdesuAX, confirmeés par I'étude de Picout
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et Ross-Murphy (2002) (Picout & Ross-Murphy, 2008pnt en contradiction avec la
conformation réguliérement reprise dans la litiéatet erronée de type « batonnet rigide »,
proposée par Andrewartha et al. (1979). En effes, auteurs ont fortement sous estimé la
masse molaire de leurs AX (65 000 g/Mole), ce quoaduit & déterminer un rapport axial
anormalement élevé. A partir de la viscosité isgque des AX utilisés par ces auteurs
[n]=620 mL/g, la masse molaire moyenne de leurs AXitp&re calculée en utilisant
I'équation de Mark-Houwink établie par Dervilly-Rinet al. (2001) ; cette valeur est de 380

000 g/Mole, soit six fois plus forte que la valeapportée par Andrewartha et al. (1979).

2.4.2 Solubilité des AX

La solubilité des AX hydro-solubles ainsi que celés AX issus d’extractions alcalines, dans
'eau ou dans des mélanges eau/éthanol, ne doiétpasonfondue avec leur extractabilité
naturelle qui distingue les AX hydro-solubles etalubles dans I'eau. Plusieurs facteurs sont
a prendre en compte dans I'explication de la sbtaldes AX. Parmi ces facteurs, la masse
molaire, le nombre et la distribution des substitsaainsi que I'enchevétrement des
macromolécules semblent les plus importants.

Il a été montré que la solubilité des AX dépendrssllement de leur degré de substitution
A/X (Neukom et al, 1967; Andrewarthaet al, 1979). L'absence de résidus arabinose
diminuerait leur caractére hydro-soluble. La dmition des substituants aurait également une
influence sur les interactions avec le solvant.shiiexistence de zones non substituées
favoriserait la formation de liaisons hydrogeneeimoléculaires aboutissant a des
associations chaine-chaine qui diminueraient I'oygbiubilité (Andrewartha&t al, 1979).
L’influence de I'arabinose sur la solubilité esnfiomée par les expériences de précipitation
fractionnée a I'éthanol. Ainsi aux basses concéotra d’éthanol, les fractions de faibles A/X
précipitent, tandis que I'augmentation de la cotregion en éthanol induit la précipitation
des fractions les plus substituées ou avec desmapp/X plus élevés (Cleemput al,
1995b; Dervillyet al, 2000).

Enfin, la présence d’acide férulique, de par larfation de ponts diféruliques entre deux
chaines d’arabinoxylanes, peut diminuer égalemieydio-solubilité (Mares & Stone, 1973b;
Ribka et al, 1993). La masse molaire des AX est également ananpetre important,
récemment rapportée pour étre en moyenne de 30@ @00 000 g/mol. Les faibles masses
molaires favorisent la solubilité dans les mélanggg/éthanol (Dervillyet al, 2000; Courtin

& Delcour, 1998).
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2.4.3 Viscosité des AX

La viscosité des solutions de polymeres est dineetw reliée a leurs propriétés moléculaires
fondamentales (conformation moléculaire, masse ineglat distribution des masses) et a la
concentration du polymére. Les AX hydro-solublesague les AX obtenus aprés extraction
alcaline forment des solutions visqueuses dans.llea viscosité intrinsequen(]) est utilisée
pour comparer les comportements des polymeres latiosodiluée. Les valeurs rapportées
pour la viscosité intrinseque des AX hydro-soluldesl’alboumen de blé varient entre 80 et
620 mL/g (Andrewarthaet al, 1979; lzydorczyk & Biliaderis, 1992; Rattaat al, 1994,
Saulnieret al, 1995). Ces variations de viscosité refletent msséement des différences de
masse molaire des AX (degré de polymérisation delstfe de xylose). Ainsi ces variations
pourraient étre liees a une moindre polymeérisagiendant la biosynthese ou a la présence
d’endoxylanases endogenes modulant les massesresaasitu ou pendant I'isolement des
polymeres (artefacts d’extraction). La viscositéird’extrait aqueux de farine de blé est
essentiellement contrdlée par la concentration ¥rflidy, 1956; Izydorczylet al, 1991), les
protéines contribuant peu a cette viscosité.

Le couplage par ponts diféruliques entre molécdl@&X pourrait augmenter la viscosité en
raison de I'accroissement de la masse moléculairpallymere (Dervillyet al, 2000). Des
interactions entre AX hydro-solubles et protéineengl les extraits aqueux pourraient
egalement produire des solutions plus visqueusesigs solutions contenant uniquement des
AX hydro-solubles (Udy, 1957).

2.4.4 Propriétés d’hydratation des AX

Les propriétés d'hydratation (c’est a dire I'ab8orpd'eau ou la capacité de rétention d’eau)
des AX insolubles ont un impact fort sur les prég@s techno-fonctionnelles des AX. En
effet, les AX insolubles peuvent modifier la distriion de l'eau parmi les différents

composants des aliments. La présence et la répartie 'eau sont des parametres tres
critigues lors de la transformation des produitsyéakers (meunerie, panification,

biscuiterie). Les AX hydro-insolubles ont la praé d’absorber de 7 a 10 fois leur poids
d'eau (Jelaca & Hlynca, 1971; Kim & Dappolonia, I97Ces valeurs indiquent une trés
forte affinité des AX pour l'eau. Toutefois ces @@inations ont été réalisées apres

'addition d’AX a de la farine de blé et la meswt@absorption a été effectuée dans un
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farinographe. Ces auteurs préferent plutbt intéeprdeurs résultats en terme de
comportement d’absorption d’eau des AX dans lenéggramme. De la méme fagon, Bushuk
(1966) (Bushuk, 1966) estime que 23 % de I'eau @lpdite boulangére, est associée aux AX.
Des études plus récentes indiquent un pourcentage dssociée plus faible, compris entre
15 et 20 % (Meuser & Suckow, 1986).

La capacité de liaison de l'eau par les AX hydsminbles a été déterminée comme étant la
guantité d'eau non-congelable mesurable par DS@hd@imar & Nair, 1992a) ou RMN
(Andrewarthaet al, 1979). Une valeur d’environ 0.4 g/g a été obteimmependamment de

I'origine des AX (Seigle ou blé) ou de leur tauxsidbstitution.

2.5 Propriétés physico-chimiques et implications thnologiques des (%3, 1—-4)--

glucanes

Peu d'informations sont disponibles sur lI'impact @lglucanes de I'alboumen de blé sur les
propriétés d'usage des produits dérivés. En corgéqules propriétés physicochimiques des
(1—3, 1-4)-B-glucanes seront brievement décrites.

Diverses études ont été menées sur les3(11—4)-B-glucanes d'orge et d'avoine pour leurs
implications nutritionnelles et techno-fonctionsllgWood, 2004). Chez les animaux
monogastriques, ces polymeéres, en générant une Wstosité des chymes, limitent la
biodisponibilité des nutriments et la performanee aloissance des animaux. Le pouvoir
viscosifiant des (&3, 1—4)-B-glucanes est regardé favorablement en nutritionaioe car il
est impligué dans laction bénéfigque des—@, 1—4)f-glucanes sur la glycémie
postprandiale et la cholestérolémie (Wood, 2004)fdfte concentration les {23, 1—4)--
glucanes d'orge produisent des solutions visquegsegerturbent les opérations de post-
maltage de l'industrie brassicole.

La masse molaire apparente des>@ 1—4)-B-glucanes est relativement élevée. Elle varie
de 1,26 & 2,39 x foDa, de 0,065 & 3,015 x AMa, de 0,25 & 0,7 x iDa pour
respectivement l'orge (Papageorgetual, 2005), I'avoine (Cuet al, 2000; Cui & Wood,
2000) et le blé (Cuet al, 2000; Liet al, 2006). Ces variations peuvent refléter des Jvarat
dues a des facteurs genétiques mais egalementerédas conditions de solubilisation des
(1—3, 1-4)-p-glucanes. Ainsi, Mac Cleary (1988) (MacCleary, 8P8nentionne que la
masse molaire des-{43, 1—4)-B-glucanes augmente lorsque la température d'extnaest
augmentée: les {23, 1—4)-B-glucanes extrait & 90°C ont une masse molaireujasg0%

supérieure a celle de ceux isolés a 37°C. Le oteixsolvants pour mesurer la masse molaire
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est également un facteur important. Selon Li et(2006) (Li et al, 2006), l'utilisation de
solution NaOH 0,5 M permettrait d'éviter l'agrégatides (33, 1—4)-f-glucanes sans
dégradation notable de ces derniers. Dans ces tung]i la valeur de masse molaire
déterminée par HPSEC-MALLS qu'ils rapportent (0x33¢° Da pour les (53, 1—4)--
glucanes de blé) se situent dans la gamme degrsatentionnées ci-dessus. Ces auteurs ont
également confirmé qu'en solution diluée, les»>8l 1—4)-f-glucanes se comportaient
comme des polysaccharides linaires adoptant urfercoation en pelote statistique.

La présence de liaisons—13) évite I'association forte des segments de tygkilosique et
serait responsable de la solubilité apparente des3( 1—4)--glucanes dans l'eau. La
solubilité deg3-glucanes est apparemment corrélée avec le ragpsrunités cellotriosyles /
cellotetraosyles (DP3/DP4) et est décroissantéodgel (ratio DP3/DP4 ~ 3) vers le blé (ratio
DP3/DP4 ~ 4,5) (Cuiet al, 2000). Dans l'eau, leB-glucanes forment des solutions
visqueuses et sont également capables de géllfesy.propriétés rhéologiques comme pour
les AX dépendent de la concentration du polyméeesa masse molaire et de sa structure
chimique. Le mécanisme de gélification n'est pasaient établi. Deux modes d'interactions
ont été proposeés pour la nature des zones de gandains le gel. Le premier implique la
formation de liaisons hydrogene entre les séquedeamionomeres liés €f{1—4) comme
décrit pour la cellulose. Une autre hypothese 'gsplication des unités cellotriosyles. Des
études par diffraction des rayons X des>@, 1—4)-f-glucanes d'orge montrent clairement
gue des unités consécutives de cellotriosyles sux golyméres sont capables de former des
complexes stables, antiparalléles, via des liaidoydrogéne (Tvaroskat al, 1983). La
vitesse de développement du gel augmente avecniinuwion de la masse molaire et
'augmentation du rapport DP3/DP4. La températeréudion du gel augmente avec la masse
molaire et le rapport DP3/DP4. Ce comportemenagstcié a une plus grande extension des
zones de jonction/ou une meilleure organisation dl@wmaines ordonnés dans le gel. Les
propriétés des gels sont affectées par la struchireique des (&3, 1—4)-p-glucanes: leur
élasticité augmente linéairement et le caractessazd diminue avec la teneur en unités

cellotriosyles (Lazaridou & Biliaderis, 2004).
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2.6 Effet de I'environnement sur la composition dgrain et des parois

2.6.1 Impact de la chaleur et de la sécheresse $eirdéveloppement du grain

Les contraintes environnementales sont les factgtingipaux limitant la productivité des
cultures dans de nombreuses régions du monde (&hRhulsen, 2003). La température
élevée et la sécheresse limitent frequemment lssaoce et la productivité des cultures,
notamment du blé (Wigley & Raper, 2001; Raial, 2004).

La température agit sur de nombreux processugveloppement, la production d’assimilats
carbonés et azotés, la croissance des organes,(etwlor, 1994). La sécheresse est souvent
combinée a des températures élevées et [leffet tihégde la combinaison
sécheresse/température sur la croissance et lagtnateé des cultures est plus important que
la sécheresse ou la chaleur seule (Savin & Nic@R&6; Wang & Huang, 2004).

La circulation de I'eau dans la plante se faitdag gradients physiques. La plante ne dispose
d'aucune pompe hydraulique. A I'échelle de la plaatiere, I'eau circule dans la plante
depuis le sol ou elle est peu liée (potentiel hyaki proche de 0) jusqu'aux feuilles ou elle est
trés liée (potentiel hydrique fortement négatifpatelle est transpirée. Chaque organe de la
plante peut étre caractérisé par plusieurs grasdelysiques, essentiellement le potentiel
hydrique (énergie de liaison de l'eau) et la twwgnese (pression interne des cellules). A
I'échelle de chaque organe et de chaque celluleatsfert s'opére exclusivement selon des
lois physiques, mais la traversée des tissus sedaiun "modéle composite" (Steudle et al.,
2001) comprenant soit des trajets qui contournesitckllules, indépendants des contréles de
la plante, soit en traversant les cellules, aves dmtroles possibles de la conductivité
hydraulique des tissus.

L'ouverture et la fermeture des stomates se faifomction des conditions climatiques
(chaleur, humidité, luminosité). Si la chaleur @stnbinée avec la sécheresse (manque d’eau),
les plantes gardent leurs stomates fermés afin édieiire les pertes d'eau et ainsi la
température des feuilles reste élevée (Rizleslat, 2002).

Une augmentation de la température pendant lagepost-floraison induit une diminution
du poids d'un grain plus importante que la rédurctie I'accumulation de I'azote (Stone &
Nicolas, 1995; Zhangt al). En effet, une augmentation de la températuré-fimsison se
traduit par des modifications des vitesses (ou) fixde la durée d’accumulation de la matiere

seche du grain. La vitesse de croissance du gégandl d’'une part du nombre de cellules de
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lalbumen (Singh & Jenner, 1984) qui assure un maede synthese et d’autre part de la
disponibilité en assimilats azotés et carbonés. lempératures élevées activent la
multiplication cellulaire mais diminuent la durée ld phase de formation cellulaire.

Ces contraintes combinées ont souvent des effgiifeesur le rendement en grain. Pour les
guantifier, on peut estimer l'efficacité d'utiligat de I'eau (WUE) de la plante. C’est un
parametre physiologique important, qui indiquedjatdtion des plantes au stress hydrique
(Rayet al, 1999). WUE est le rapport entre le rendemerbiemasse et la consommation
en eau. Depuis que Farquhar et al. (1989) (Farcethely 1989) ont montré qu’il y avait une
forte corrélation entre le taux en isotdp€ et WUE des tissus de la plante, la technique de
discrimination isotopique du carbona’{C) est beaucoup utilisée pour estimer le WUE.
Alors que Hong et al (1989) montrent que la cormagioin en AX dans le blé augmente avec
la sécheresse et la température pendant la florgldonget al, 1989), Coles et al (1997)
suggere qu’'une sécheresse modérée augmente lantratioe en AX du blé apres la
floraison (Colest al, 1997). Ces travaux ont été contredits en 2003 garentin et Douglas
(2003) (Laurentin & Douglas, 2003) qui montrent glaeconcentration en AX du blé apres la
floraison diminue en cas de sécheresse et d’augi@mtle la température. L'incohérence de
ces résultats doit étre mis en relation avec ls@bdité des lieux et des variétés testés. Ainsi
la variation en composition des AX du grain en liamec des génotypes et/ou un
environnement différent n’est pas pleinement comfli et al, 2009). Les derniers travaux
sur ce sujet datent de 2010. Zhang et al. (2010)&indié les effets de la sécheresse et des
températures élevées sur le parametre WUE et leeatmation en AX du grain de blé, dans
un environnement contrélé (Zhangt al, 2010). L’étude indique que les facteurs
environnementaux tels que I'eau disponible du sdh éempérature affectent a la fois les
caractéres physiologiques et la qualité du glaanconcentration en AX dans les céréales et
le WUE des plantes augmentent a des températeesesl et dans le cas d’'un déficit en eau
(Tableau 2, 3). La relation entre le WUE et la @niation en AX est positive (Zhamy al,
2010).
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Wheat Variety Water regime Temperature Pn Tr Cond Ci WLEL
regime {*C) {pmolm—2 51} {mmolm—*s5) (molm—2s ') (pmol mol-1) (molm—25-1)

Superh Water-deficit 22112 2.35° 190" 0.06" 16338" 403*

3222 6.37° 179" 0.05" 177,030 3,63

Well-watered 2212 204597 10387 0.68% 30928° 1.560°

3222 11.46™ 168" 0.12° J0797" 319%™

AC Crystal Water-deficic 22112 10.12% 286" o01® 18231F 353

32[2 8.87 188t 0.05" 18347" 631

‘Well-watered 2212 18,3430 1029 0.6%° 302922 184"

32(22 13.27" 450" 017" 216.78" 333%

Analysis of variance (Fvalues and their significance)

Variable Variety (V) 2.07™ o7 0,26™ 036™ 117

Temperature (T} 2261 4501 32 1375™ 3.2

Water (W) 80.68™ 101.88™ 48.25™ 5046 862"

V=T L1 000™ 0.00™ 0.00™ 1.34™

VoW 267 0o3™ 0.00™ 024™ 0g93™

Tx 11.54™ 3165 26.55™ 1887 oos™

V=T =W 1573 078 0,20 035™ 1.08™

Tableau 2: Echanges gazeux dans les deux blés printemps diffiérentes conditions
(Zhanget al, 2010).

* p <0,05; ** P <0,01; ns: non significatif ; Pphotosynthese foliaire ; Tr: transpiration
foliaire ; Cond: conductance stomatique ; Ci: coricion interne en CQ WUE: efficience

instantanée de l'utilisation de I'eau.

Wheat Water regime Temperature TAX (%) WEAX (%) WUAX (%) Yield (g/plants) Kernel weight (g)
variery regime {*C)
Superh Water-deficit 22/12 7.08™ 1.06° 6.02° 908" 003507
32/22 8.10° 1.58* 6.52° 1754 0.0100°
Well-watered 22/12 645" 0.90¢ 5.55° 13.79° 004337
32[22 7197 1.15™ £.047 247 02234
AC Crystal Water-deficit 22(12 7.55= {9 I 6.38% 1064° 0.0364°
32[22 7.29% 1.13° 6.16% 0554 00157
Well-watered 2212 6490 0.56% 5.5 14.80° 0.04 567
32{22 7.85% 1.55% 6.40° 18077 0.0292°
Analysis of variance (F values and their significance)
Variable Variety (V) 0.34™ 0.20™ 022" 053™ 065™
Temperature (T) 14.50% 26.65" 521* 120200 6170
Water (W) 628" 2.01m™ 479" 8027 1086*
V=T 0.51™ o7 o2 1219 705
Vo W 2.14™ 9.84* 022 o3 033™
W 341™ 1.84™ 2.28™ 1820 638"
WauT=W [l 1242 2.36™ o7 om™

Tableau 3 : Rendement, poids du grain et concentration enireaylane de deux blés
printemps dans différentes conditions (Zhangl, 2010).
p <0,05; ** P <0,01; ns: non significatif ; TAXarabinoxylanes totales. WEAX : Water-

extractable arabinoxylans ; WUAX : Water-unextratgaarabinoxylans.
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2.6.2 Relation entre I'organisation des parois etdtat hydrique du grain

L’eau influence tous les processus de croissande développement (taille des cellules, flux

des nutriments, arrét de la croissance) du graépe@dant, les transferts de I'eau au sein du
grain dépendent de l'organisation des parois, de ¢emposition et de la structure de ses
constituants principaux, parametres qui varientefoent au cours du développement du
grain.

Le grain croit trés rapidement au cours des dixmp@es jours apres la fécondation. Entre 4 et
10 jours apres la floraison, le grain est parfppede «eau-mare» ou «pré-lait». Le grain

augmente en taille d'environ trois fois au cours gigatre jours apres la fécondation. Il y a un
gonflement rapide des tissus du carpelle, a laléoigéricarpe et le sac embryonnaire; ces
tissus entourant I'embryon fécondé. Cette croigsast réalisée par I'expansion des cellules,
plutdt que la multiplication des cellules, dans ¢esiches de cellules qui entourent le sac
embryonnaire. Le remplissage du grain dure unet&ing de jours au total. Les grains de 11
a 16 jours aprés la floraison présentent des chmaggis dynamiques dans leur structure
microscopique qui se produisent pendant la premétape du remplissage du grain (Figure

14) (Philippeet al, 2006a).
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Anthesis 5 12 17 22 Days
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45 90 250 350 450 °D
syncitial cellularization differentiation maturation

Figure 14 : Coupes transversales de l'aloumen du grain de(Biéicum aestivum) a
différents stades de développement. (Philippal, 2006a)

° D: température cumulée quotidiennement par langrares I'anthése.
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De facon trés générale, la croissance du grainusitcourbe sigmoide avec une phase de
faible accumulation de matiére séche, une phasaitmet enfin un plateau (Triboi, 1990)
(Figure 15). Durant la phase initiale se déternmimenombre des cellules de I'albumen.
L’'importance de cette phase trouve son explicatians la relation étroite entre le poids sec
final du grain et le nombre de cellules de I'endwspe (Macleod & Duffus, 1988).

Durant la phase linéaire, la matiere seche s’acteidans les cellules de I'albumen (Singh

et Jenner, 1982). Cette phase se caractérise pavddables déterminantes pour le poids du
grain : la durée et la vitesse de remplissage.uamiité d’eau dans le grain reste relativement
constante durant cette période (Singh & Jenner2)l@Beslin & Jonard, 1948). La phase de
maturation du grain est marquée par un arrét dedm@ulation de la matiere seche et une
chute de la teneur en eau du grain. Cette étapewstgpagne de I'évolution des structures du
grain conduisant a l'agrégation des protéineslatcaéation de la matrice protéique entourant
les graines d’amidon dans l'albumen (Figure 16u@b, 1999).

Foucat (1999) a étudié les évolutions de la digtidin et de I'état de I'eau dans le grain de blé
au cours de sa croissance par Résonance Magnéliguéaire (Foucat, 1999). L'acquisition
des images RMN a été réalisée a l'aide d'une sdéguerm multi-échos ». Cette séquence
permet d’obtenir, aprés traitement des donnéesiexpeétales, les cartographies des temps de
relaxation T et de la densité de protons. Les contrastes dagesnainsi calculées rendent
compte de la mobilité et de la concentration deséoutes d’eau dans I'échantillon. La
résolution de pixel est de 30m® avec une épaisseur de tranche de 1 mm. Le temps
d’acquisition est de I'ordre de 2 heures.

Les résultats montrent :

-Vers la fin de la période de croissance, I'eausdargrain présente une activité hétérogene ;
deux zones avec une activité intense ont été nmesegvidence, une dans la région de
vascularisation, et l'autre dans la couche intelun@éricarpe (Figurel6).

-Pour un méme stade de développement I'activitéd deuche interne est augmentée pour des
températures élevées. Ce résultat nous interrogdastelation fonctionnelle entre cette
dynamique particuliére de I'eau dans cette couthesezones atypiques dans la couche sous

—aleuronique.

47



Synthése bibliographique

45 . 80
Poids du grain |

5 40 | 70 <
£ 35 - 60 )
- = 0]
5 30 50 ]
g 05 ~ 40 %
§ 20 - 353:\ Teneur en eauQ i 22 E

15 1 ? ‘ . - 10 J

1 0 H ] | | \ | | | | 0

15 20 25 30 35 40 45 50 55
Days after pollination
Figure 15: Croissance du grain chez le blé d’apres Himl.gtami et al, 2002).
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Figure 16 : Image en densité de protons (coupes transveysdtebantillons prélevés a
différentes dates (Foucat, 1999).
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2.7 Réalisation et caractérisations de films d’héroelluloses

2.7.1 Propriétés flmogenes des hémicelluloses

Les films et les revétements a partir de matérisnouvelables ont un potentiel pour de
nombreuses applications dans lindustrie alimemt@&t médicale, dans le domaine des
emballages alimentaires actifs, des pansementgnoare des capsules de principes actifs
(Guilbert et al, 1997; Lin & Zhao, 2007; Malafayat al, 2007; Petersert al, 1999;

Tharanathan, 2003). Les propriétés filmogenes dbstanoces naturelles telles que
hydrocolloides et/ou lipides, utilisés seuls ou @ambinaison, permettent de créer des

matériaux filmogénes. Les hydrocolloides naturelsamment utilisés sont :

» Des polyosides : dérivés de cellulose (proprietesmoplastiques), amidon,
pectines (issues de pommes), alginates et carragbgn(issus d’algues),
xanthanes (issus de micro-organismes), gommes dabssuvégétaux),
chitosanes (issus de carapaces de crustacés) ieehélnses (issus des parois
de céréales).

» Des protéines : protéines animales (gélatine, gefia, protéines de lait,
kératine, protéines de poisson, protéines d'albunttoeuf), protéines
végeétales (gluten de blé, zéine de mais, protéiaenja).

Les hémicelluloses étant des molécules hydropHissfiims produits a partir de ces extraits
sont généralement hygroscopiques, ce qui entrasgebpriétés mécaniques médiocres dans
des environnements a forte humidité. Par aillelwsijisation d'un plastifiant est souvent
nécessaire pour assurer la flexibilité de ces naabér Les plastifiants utilisés plus
couramment pour les films d'hémicellulose sonbidiol, le glycérol et le xylitol (Hansen &
Plackett, 2008).

L’abondance des groupes hydroxyles libres distslsué les squelettes longs et les chaines
latérales des hémicelluloses les définit comme idabhddéal pour la fonctionnalisation
chimique (Lindblad & Albertsson, 2005). Les propggtelles que la cristallinité, la solubilité
et I'hydrophilie peuvent étre modifiées par la fooenalisation des groupes hydroxyles des
hémicelluloses, par voie d’estérification, d’étfiéation, ou via des méthodes de greffage
(Lindblad & Albertsson, 2005). L"acétylation degrhicelluloses peut étre effectuée afin

d’augmenter leur hydrophobicité. La sulfatation & étilisée pour améliorer l'activité
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biologique. Les réactions d'éthérification, y cormpcarboxyméthylation, l'alkylation, et
benzylation ont également été explorées (Lindldadl, 2005; Hansen & Plackett, 2008;
Lindblad & Albertsson, 2005).

2.7.2. Caractérisation de films d’AX et de3-glucanes

Les AX et les beta-glucanes d’albumen de céréats due ne pouvant pas étre considérés
comme des sources « industrielles» d’hémicellulogear la réalisation de matériaux
filmogenes a I'échelle industrielle ont été utiisgour former des films et leurs propriétés
meécaniques et barrieres ont été étudiées. La mettlectasting qui consiste a étaler sur un
support une solution ou un gel de polymére, puésaporer le solvant (Get al, 2002) a été
utilisée par Hoije et al. (Hoijet al, 2005) pour réaliser des films d’AX (M35 000-45 000 g
mol™). Avec une concentration en polysaccharides de@@nL, des films clairs et flexibles
d’'une épaisseur de @i sont obtenus. La contrainte a la rupture de itias £st de 50 MPa,
et la déformation a la rupture de 2,5%. Les pro@si€l’absorption et de diffusion de I'eau
sont des facteurs cruciaux dans les films de pobtysmides (Hansen & Plackett, 2008). Pour
des humidités relatives de 50% et 100% ces filmssait trés hygroscopiques et contiennent
respectivement: 11% - 13% et 41% - 55% d’eau. Lesures de permeéabilité a 'oxygéne des
films d’AX ont montré de faibles valeurs compriggre 1,1 et 2,0 (chumm)/(n? jour kPa)

(Hoije et al, 2005).

La structure des AX (arabinoxylanes de haute vistosxtraits de la farine de seigle,
Megazyme) a été modifiée par l'utilisation d’aratfuranosidase afin de diminuer le rapport
A/X (Hoije et al, 2008). Les films obtenus par casting d'une épaissie 20-25um sont
semi-cristallins. Le degré de cristallinité desnil augmente avec la diminution de rapport
A/X. Les propriétés mécaniques des films AX ontdd&erminées par des essais de traction :
elles indiquent que la contrainte a la ruptureevasiec le rapport A/X (Hoijet al, 2008).

Des films de BG extraits d’orge, et d’avoine ot#t éalisés par Tejinder (Tejinder, 2003). Le
glycérol a été utilisé comme plastifiant. Les Blétaient translucides et homogenes. Les taux
de transmission de la vapeur d'eau de ces fiimgténmesurést se situent dans une gamme
de 0,47 & 0.60 g ™h™ pour toutes les sources de BG. Les propriétésanigoes de ces
films de BG ont été explorées en traction et indigune forte dépendance de la source de
BG. Contrairement aux valeurs de déformation, &stance a la traction des films de BG

d'avoine est beaucoup plus élevée que pour les tierBG d'orge. (Tejinder, 2003).
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Des résistances a la traction de 20-80 MPa onbletérvees pour des films de BG (extrait
d’avoine) de faible M (71 000 g mot) par Skendi et al. (2003). L'épaisseur des filrasté
de 20-100um. Ces études montrent que la teneur en eau edrkgtad (15% en poids)
augmentent l'allongement et diminuent la résista@da rupture de ces films. L’élongation
des films de BG de 118000 g mot varie de 1 & 22% (Skenel al, 2003).
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MATERIELS et METHODES

1 Matériels

1.1 Extractions des arabinoxylanes

Les arabinoxylanes hydrosolubles ont été extrajiaréir de farine de blé selon le protocole
décrit par G. Dervilly-Pinel lors de sa these &NRIA en 2001. Les AX ont ensuite été
fractionnés par précipitation a I'éthanol commecpdemment décrit (Dervilly-Pinedt al,

2001a). Deg-glucanes solubles d’orge (viscosité moyenne, puref7%) ont été obtenus

chez Megazyme.

1.2 La masse molaire et la viscosité des polysacaddas

Les polysaccharides présentent naturellement uaedgrhétérogénéité de masse molaire. En
outre, les valeurs rapportées dans la littérattagent énormément selon les méthodes
utilisées. La diffusion de la lumiere est la tecjud la plus utilisée pour déterminer les masses
molaires moyennes en poids des polysaccharidebg@mar & Nair, 1992b; Saulniet al,
1993; Knuckleset al, 1997). Des détecteurs a diffusion de la lumiéngptés a des systemes
de chromatographies d’exclusion stérique hauteopegnce ont été développés ce qui permet
d’obtenir la masse molaire en poids de chaqueidmaathromatographique (Schooneveld-
Bergmanset al, 1999; Nilssoret al, 2000). Toutefois, les mesures de diffusion dersiere
sont extrémement sensibles a la présence d’agrégatd’élimination peut étre difficile. Ces
agrégats de forte masse peuvent conduire a une $arestimation des valeurs de masse
molaire. La viscosité intrinsequen]] est utilisée pour comparer les comportements des
polymeres en solution diluée.

Un couplage SEC-MALLS-Viscosimetre a été utilisépdéterminer la masse moléculaire et
la viscosité intrinseque des AX et des BG utiliséar la réalisation des films. Le systéme est
constitué d'un montage en série d'un systeme haptrformance de Chromatographie
d’Exclusion Stérique (colonnes Shodex-OHpak KB-@0804), d’'un détecteur de diffusion
de la lumiere a angles multiples (Multi Angle Ladéght Scattering MALLS, MiniDawn
Wyatt Technology, USA), d’'un détecteur viscosinggig (Viscotek T50A, Viscotek, USA).et
d’'un réfractometre différentiel (ERMA, ERC 7517Apbn). Les données sont traitées par les
logiciels ASTRA 1.4 (Wyatt Technology, USA) et THAS (Viscotek, USA).
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Les échantillons analysés ont été dissous a uneentmation de 5 mg/mL dans le NajN&D
mM contenant 0,02% de NgNB0 min, 40 °C), puis filtrés sur des membranepatesité 0,1
um (ANOTOP, Whatman). 50uL d’échantillon ont été injectés sur le systeme
chromatographique constitué de 2 colonnes Shodepa®iKB-805 et 804) éluées a un débit
de 0,7 mL/min par du NaNO3 50 mM contenant du NaJ82% a une température de 25 °C.

1.3 Réalisation de films d'arabinoxylanes (AX) eB-glucanes (BG)

La réalisation de films a base de polysaccharidag pe faire selon deux techniques de
moulage, par casting et par spin-coating.

(1) La méthode de Casting.

Le « casting » est fréquemment utilisé pour préapades films de polymeéres (Gat al, 2002)
plutdt grossiers et de plusieurs microns d’épaissddans notre étude, les polyméres sont
dissous dans I'eau a une concentration de 20 mglmalLsolution est ensuite filtrée puis
placée a 60°C, puis un volume connu de cette sol2,5 a 5 mL) est transféré dans une
boite de Pétri en polystyrene (122, Sterilin Ukgrdetre de boite: 50mm). Ces boites de Pétri
sont ensuite introduites dans une étuve a atmospiuwrtrolée a 40°C et 40 % d’humidité
relative pendant 1 a 3 jours. Afin d’assurer 'izontalité et la stabilité des boites de Pétri, ces

derniéres sont placées sur un banc horizontalabtestui-méme introduit dans une étuve a

atmosphere contrélée (Figure 17).

Figure 17: Boites de pétri placées sur un plateau a nivpeadble a I'intérieur de I'étuve
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(2) La méthode de Spin-coating

Cette méthode développée par Middleman & Hochb&figidleman & Hochberg, 1993;
Schubert & Dunkel, 2003) consiste a déposer quslgoaittes de solution (environ 0,5 ml)
sur une tournette chauffante. La vitesse de rotatgt de 500 a 4000 rpm. Cette méthode
permet d’obtenir des films d'une épaisseur de ferde la dizaine de nanométres. Elle
présente l'inconvénient majeur de ne pas permdtreontroler I'’horizontalité du film qui
montre alors des épaisseurs variables sur tosierface.

Dans notre étude, seuls les films réalisés paingaent été étudiés. En effet, la méthode de
spin-coating a été plus difficile a mettre en ceuvotgamment pour décoller les films du
support en silicium disposés sur la tournette. s pétant donné les méthodes de
caractérisation choisies, il fallait produire uneantité importante de films suffisamment

épais et homogénes pour pouvoir les manipulersettigdier.
1.4 Mesure de I'épaisseur des films

La méthode de « casting » utilisée a permis deymredies films de polyméres ayant une
épaisseur comprise entre 10 et 70 um. L'épaissaufilth dépend du volume et de la
concentration de solution introduite dans la bafee pétri au départ. Dans notre étude,
I'épaisseur des films a été mesurée par spectramd¥-Visible.

Le spectrophotometre UV-Vis SPECORD S 600 a étsd@ten mode réflexion. On obtient
ainsi des spectres d'interférence par la réflexdenla lumiére des différentes couches de
polysaccharides. Les spectres d'interférences d@mendants de I'épaisseur géométrique des
couches et de leur indice de réfraction. Pour detar I'épaisseud d'un échantillon, on

utilise I'équation suivante :

Nolh
MBS

d= \/nz-sin 20 équation 1

A2 >h
d : épaisseur de I'échantillon
m : nombre de maximum d’interférence apres le marirzéro-eme

n : indice de réfraction de I'échantillon
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® : angle de réflexion appliqué
M - longueur d’onde du maximum d’interférence zéro-eme

X2 - longueur d’onde du maximum d’interférence m-eme

En générale, l'indice de réfraction d’'un échantillon de biopolymére est fixe a 1,51
(Goodman, 1978). C’est la valeur que nous avotiségipour nos mesures méme si elle n'est
pas caractéristique des AX ou des BG.

On peut également mesurer I'épaisseur des filmsrparoscopie confocale (MCBL Nikon
Al) (Figure 18). Cette méthode est plus difficilenattre en ceuvre et requiert la présence
d’'une molécule fluorescente dans I'échantillongoeest le cas pour les arabinoxylanes qui

contiennent de I'acide férulique auto-fluorescent.

Figure 18: Clichés obtenus par microscopie confocale (MQ¥kon A1) autofluorescence

des films d’arabinoxylanes (RH=11%), Mesure d’épaiis de film
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Le film est alors positionné de fagcon verticaleremnteux lames de verre et plusieurs points de
la tranche du film sont observés. Nous avons eféeces mesures au laboratoire et les clichés
montrent que I'épaisseur des films est homogéngrethe de la valeur mesurée par
spectrophotométrie. Cependant il faut soulignefaie que par cette méthode le film est
comprimé entre les deux lames de verre ce qui @eatun inconvénient pour des films
fortement hydratés.

Nous avons utilisé la méthode spectrophotométriqpenme méthode de mesure
systématique, car elle nous est apparue plus pegtiglus précise et plus rapide que la

meéthode par microscopie confocale.

2 Méthodes des caractérisations des films

2.1. La microscopie

2.1.1 Microscope confocale a balayage laser a fluscence

La microscopie de fluorescence est basée sur Istatation que certains corps violemment
éclairés par des radiations de courtes longuewnded, I'absorbent en réémettant des
radiations de longueurs d'onde plus longues diteglubrescence, c'est l'effet de Stockes
(Lakowicz, 1983; Strasburg & Ludescher, 1995). layonnement incident de courte
longueur d'onde excite un électron dans le nuaggréhique qui entoure le noyau de l'atome;
I'énergie absorbée par I'électron le propulse dEmgouches périphériques du nuage d'ou il
retombe par sauts quantiques, émettant a chagueriaayonnement de fluorescence de plus
grande longueur d'onde.

La fluorescence est dite primaire, ou autofluoresee quand les produits fluorescent
naturellement. L’autofluorescence est favoriséelagrrésence d’électrons (électrons des
doubles liaisons), qui sont facilement excités. kemposés capables d’autofluorescence
possedent des noyaux aromatiques ou pyrroliquate(sgs de doubles liaisons conjuguées).
C’est le cas de l'acide férulique présent dansebldsaits d’AX. De nombreuses molécules
présentant un grand intérét d’'un point de vue lgiglae, ne possedent pas de propriétés de
fluorescence naturelle (comme glucanes dans notre cas). Il est alors possihlglider
des fluorochromes se fixant de maniere sélectivelesustructures d'intérét ou des sondes
d'affinité (lectines, enzymes, anticorps) coupléesdes marqueurs fluorescents. La

fluorescence est alors dite secondaire ou induite.
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Pour bien mettre en évidence ces fluorescencémtildélimiter clairement avec un premier
filtre coloré la bande excitatrice, qui est en géahdans le domaine de 'UV ou UV-bleu et
ensuite disposer, apres I'objet, un second filingpant ce qui reste de la lumiére excitatrice
pour ne laisser passer que la lumiere fluorescente

L'inconvénient majeur de la microscopie a fluoresee conventionnelle est sa perte de
résolution axiale due a la superposition dinfoioret issues des plans adjacents. La
microscopie confocale permet de pallier a cet iméarent puisque son principe est de
pratiquer des coupes optiques virtuelles danseltaijserve et de n'enregistrer que l'image de
fluorescence émise dans ce plan. Une représent8ibrdu spécimen est obtenue par
construction d'une pile de coupes sériées 2D, fBeard a des sections optiques dans des
plans confocaux. Le rayon laser excitateur pénétnes I'échantillon et lors de limpact
optique, il y a émission de rayons lumineux proverde différents plans de la préparation.
Grace a un diaphragme variable ("trou d'aiguilpinhole, il est possible de sélectionner les
rayons émis par un seul plan de préparation @mifér le signal provenant d'autres plans.
Les rayons réfléchis sont filtrés en fonction dardelongueurs d'onde puis détectés par des
photo-multiplicateurs. Chaque section optique @€stégeée en déplacant le faisceau laser sur
une partie du domaine admissible de I'échantillanprofondeur du plan focal est ensuite
modifiée finement grace a un moteur contrélé painateur pour produire la séquence de
sections.

Avant observation par microscopie confocale (MCBkdw Al), les films ont été découpés
en rondelles de 8 mm de diametre puis hydratéeséfgiement pendant 3 jours) sur
différents sels saturés (RH=11% (LiCl), 59% (NaBt}»% (NaCl), et 91% (BaCl2)). Les
films étaient ensuite disposés entre deux lamesede placées en position verticale ou
horizontale selon la section du film a étudierr{ttae ou plat du film). Les expériences ont été
réalisées a 20°C et a une humidité relative d’emv#0%. La longueur d’onde du laser était

de 375 nm avec une émission supérieure a 400 naDQP

2.1.2 La microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie €électronique a balayage (MEB) estteshnique de microscopie électronique
capable de produire des images en haute résoldéida surface d’un échantillon en utilisant
le principe des interactions électrons-matiere.

La MEB consiste en un faisceau d’électrons balajamurface de I'échantillon a analyser

qui, en réponse, réémet certaines particules. @escydes sont analysées par différents
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détecteurs qui permettent de reconstruire une ingaigé&ois dimensions de la surface. Le
microscope est essentiellement composé d'un canoBleatrons et d'une colonne
électronique, dont la fonction est de produire sorde électronique fine sur I'échantillon,
d’'une platine porte-objet permettant de déplaaachantillon dans les trois directions et de
détecteurs permettant de capter et d’analyseragsnnements émis par I'échantillon. En
outre I'appareil doit nécessairement étre équipé@ dysteme de pompes a vide.

Les films ont été observés avec un microscope (MEBs EVO ® MAL10) travaillant a 15
kV, a une pression de 30 Pa, a température ambf{anteron 20 °C), et a une humidité

relative d’environ 50%.

2.2 Isotherme d'adsorption de vapeur d'eau

L’activité de I'eau (@) dans un produit dépend principalement de sa tegeeau et de sa
température. La courbe représentant pour une tewuypérdonnée la teneur en eau d'un
produit en fonction de la valeur de l'activité deau ay ou de I'’humidité relative de l'air en
equilibre (HR) est appelée :

-Isotherme d’adsorption si elle a été déterminéggéamentalement en partant d’'un produit
sec.

-Isotherme de désorption si elle a été détermim@éramentalement en partant d’'un produit
saturé en eau.

Dans cette étude, les isothermes de sorption-dimorpnt été obtenus via des méthodes
gravimétriques. Elles sont basées sur la mesula masse de I'échantillon au cours du temps
dans des conditions ambiantes fixées. Ainsi, omepl&chantillon dans des conditions de
pression relative fixée et on mesure la massetdedhtillon au cours du temps jusqu'a ce que
I'on atteigne un palier dont la détermination esiction des critéres d'équilibre fixés et de la
précision de mesure de masse de I'échantillon.

Plusieurs méthodes gravimétriques existent comnmeélnode statique des solutions salines
pour des mesures d'adsorption de vapeur d'eaua auéthode dynamique, utilisée sur
l'appareillage DVS (Dynamic Vapor Sorption), poesdnesures d'isothermes d'adsorption de
vapeur d'eau ou de vapeur organique.

Dans la méthode des solutions salines, on placesoléion saturée d'un sel dans un bocal
hermétique. Cette méthode a été standardisée lsghwocédure COST 90 (Jowitt, 1989).
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Balance

Coupelle + film

Coupelle vide

Figure 19 : Mesure du différentiel de masse entre la coupatle et la coupelle portant le

film (en bleu).
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L'humidité relative de lI'atmosphere au-dessus dsollation va s'équilibrer a une valeur qui
est fonction du sel utilisé. L'échantillon est alptacé dans le bocal et des pesées seront faites
a intervalles de temps réguliers ou non, jusqu'queela variation de masse soit considérée
comme négligeable. On estimera alors avoir atleimhasse d'échantillon en équilibre avec
'atmosphere environnante.

L'isotherme de sorption d'eau des films a été détere a 20 °C en utilisant la méthode des
sels saturés. Les films sont équilibrés dans lssicateurs contenant des solutions salines
saturée a une humidité relative (HR) de 11% (Li69% (NaBr)) , 75% (NacCl), et de 91%
(BaCl2). L'équilibre de I'échantillon est atteingéigéralement en 15 jours.

L'appareillage de mesure dynamique DVS est cosstitune microbalance de type Cahn
placée dans une enceinte régulée thermiquemeniré-iP). Sur un c6té de la balance, on
place une référence, de l'autre on place I'échamid analyser. Les deux c6tés de la balance
sont balayés par un flux de gaz constitué par lamgé d'un flux de gaz sec et d'un flux de
gaz saturé en vapeur dans les proportions soubaitd#enues et régulées a l'aide de
fluxmétres de précision. Des sondes combinées dtiiénet de température sont situées juste
en dessous des nacelles contenant I‘échantillota eteférence, afin de permettre une
vérification de I'humidité relative et de la temgi@re. Enfin la téte de la microbalance est
balayée par un flux constant de gaz sec afin €Mt problemes de dérive ou d'instabilité de
la mesure de masse générée par une accumulatiomidité & cet endroit (Figure 20). La
diffusivité de I'eau au sein de films a été détednia partir de la cinétiqgue de sorption de
l'eau en utilisant un modéle mathématique basélasu®™ loi de Fick (Crank, 1975).
L’'appareil de DVS (Surface Measurement System Ltohdres, RU) a permis de déterminer
la sorption de I'eau des films a une températurg@de C et pour une humidité relative RH
comprise entre 0% et 95%.

Les isothermes ont une allure de type sigmoide oeit ®tablis a partir de données
expérimentales (Figure 21). Les points expérimentsant généralement obtenus a partir
d’échantillons a I'équilibre conditionnés sous éiintes activités de I'eau. Les variations de
la teneur en eau en fonction de I'activité de I'emuvent étre décrites selon les modeles de
Brunauer-Emmette-Teller (BET) et le modele de Guggan-Andersson-Deboer (GAB)
(Brunaueret al, 1938; Chirife & Iglesias, 1978; Al-Muhtasedi al, 2002; Timmermann,
2003).

Le modéle BET exprime le rapport entre la teneuean m (g/g) et g qui représente la

valeur de la monocouche. Il est défini par I'éqoiatsuivante :
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Point de la courbe d

sorption

\) Mesure Dest

Gradient RH

A

Masse (mg)

Temps (h)

Figure 20 : Palier de mesure : gradient d’humidité relativel@&o en partant du film séché
sous ROs (RH=0) jusqu’a 95% RH.

A
X
Désorption
Adsorption
C I ay

Figure 21: Allure générale des isothermes de sorption eléderption.
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m KA

W

m, i (1-A,)[1+(K-DA,] équation 2

K est une constante.

Ce modele est couramment employé pour déterminaléar de la monocouche qui exprime
la quantité d'eau nécessaire pour former une couehenolécules d’eau d’'une épaisseur
équivalente a une molécule présente sur la sudlaserbante. L'application de ce modéle est
limitée car il ne permet de prédire les isotheropes sur une plage réduite d’activité de I'eau
variant de 0,1 a 0,5.

Le modele de GAB est semblable au modéle BET @&éption d’'un parametre :

m _ K'CA,,
m (1- CAW )[1+ (K '—1)CA\N] équation 3

m

Ce modéle est trés utilisé car il peut étre apgligur une large gamme d’activité de 'eau, a
différentes températures. Il permet de calculevdkeur de la monocouche et il est valable

pour de nombreux biopolymeres.
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2.3 Analyses mécaniques

Des mesures de traction uniaxiale a la rupturdibhes ont été réalisees.

Ces essais consistent a appliquer une déforma@trerfent) a vitesse constante a un
échantillon de dimension normalisée, et a mesuardorice résultante jusqu’a la rupture du

matériau. A partir des courbes de force en fonafioéplacement (Figure 22), on accéde & :

-la contrainte exprimée : elle correspond a la domesurée rapportée a la section de
I'éprouvette.

-la déformation : elle correspond au rapport elgm@éplacement et la longueur de référence.

-le module de Young E: il correspond a la pentaesdi partie linéaire de la courbe

contrainte-déformation pour les faibles déformation

o & Contrainte
Oy
Rupture
Cr,g .‘-\".:’G?
= =
Région Region Déformation

Elastique Plastique

Figure 22 : Courbe contrainte — déformation

Les parametres mécaniques des films sont:

-ceix 1a limite élastique, ou le stress de la limitaséique (N/mrf);

-omax la contrainte ultime, ou le stress & la ruptidar();

-gelar la déformation élastique, ou déformation au pdatendement (%);
-€max . AL/L o: la déformation ultime, ou la déformation a latuup (%);

-E : le module de Young (N/nfin
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Les mesures de traction uniaxiale a la rupture files ont été réalisées en utilisant un
analyseur thermique mécanique dynamique DMTA Mk(Rheometrics Inc, Piscataway,
Etats-Unis) & une température de 25 ° C et aux RBMb, 75% et 95%. La dimension de
I'éprouvette contenant I'’échantillon était 10 m® mmx 22 um. Apres la mise en équilibre
en température et en humidité de I'échantillontest de balayage en temps a contrainte
imposée (fréquence : 10 rad) s été effectué. Les tests de traction uni-axiznbété réalisés

en utilisant un taux de déformation de 0,00peur des bandes 10 mm de longueur jusqu'a ce

que I'échantillon soit perturbé.
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2.4 La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Dans le cadre de cette étude, la RMN a été utipeée caractériser les temps de relaxation de
'eau des films d’AX et de BG et tenter d’intergreteurs propriétés en terme d’interactions
moléculaires et de distances inter-chaines. Darchapitre, nous rappelons les principes de
base de la Résonance Magnétique Nucléaire etrBinties méthodes bas champ pour I'étude

des T de I'eau et des seconds moments dipolairegésd polysaccharides.
2.4.1 Geéneralités

La résonance magnétique nucléaire (RMN) désigpedariété de certains noyaux atomiques
possédant un spin nucléaire (par exemple °C, *°F, 3P ...) et placés dans un champ
magnétique (Abragam, 1961; Slichter, 1990) a alesaib I'énergie. Lorsqu'ils sont soumis a
un rayonnement électromagnétique (radiofréquerieeplus souvent appliqué sous forme
d'impulsions, les noyaux atomiques peuvent absdféeergie de ce rayonnement puis la
libérer lors d’'un phénomene appelé «la relaxatioh'énergie mise en jeu lors de ce
phénomene de résonance correspond a une fréquerscerécise, dépendant du champ
magnétique et d'autres facteurs moléculaires. Cénghéne permet l'observation des
propriétés quantiqgues magnétiques des noyaux damhbses gaz, liquide ou solide.

Le phénomene de RMN est exploité par la spectrosag résonance magnétique nucléaire
(Spectroscopie RMN), une technique non destruatveon invasive utilisée dans plusieurs
disciplines : en physique et chimie (chimie orgaeiqchimie inorganique, science des
matériaux...) ou en biochimie (structure de molégules

Une distinction peut étre faite entre la RMN hargsolution (ou domaine fréquentiel) et la
RMN bas-champ (ou domaine temps). La principalédihce doit étre faite non pas en
terme de "qualité" mais plutét en terme "d'utilisat. La RMN haute résolution est
particulierement adaptée a la détermination derlectsire moléculaire de composés définis
rencontrés a I'état pur ou en mélange. Cette tdobie permet de présenter pour chaque
noyau une raie isotrope avec une structure hyperdil est couplé a d’autres noyaux.

La RMN domaine temps, convient quand a elle, priaént a 'examen d’'une propriété
globale d’un milieu dont les constituants sont ues en phase liquide, les autres en phase

solide. La mesure repose sur la différence de nib@liés noyaux entre les deux phases.
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L’information est extraite a partir du signal variadans le domaine temps et dépourvu

d’'information fréquence, on n’utilise donc pasrinsformée de Fourier (Figure 23).

2.4.2 Phénomenes de relaxation

En RMN, le champ magnétique Be suffit pas pour observer un signal. Comme poute
spectroscopie, il est nécessaire de perturberstémsye (ici le systeme de spin). Ceci est realisé
a lI'aide d’'un champ magnétique de radiofréquencguB permet de générer une impulsion
qui induit des changements d’états de spin entr@ileau d’énergie Eet B. Quand
impulsion cesse, I'aimantation tend a reprendrepssition d’équilibre, alignée le long de
Bo, c’est le phénomene de relaxation. La relaxatgirue phénomeéne non radiatif (il n'y a pas
d'émission de photons). Ce sont les fluctuationstdump magnétique ressenties par le noyau

et induites par les mouvements moléculaires qunptent le retour a I'équilibre.

La relaxation s'accompagne d'une émission d'énsogig la forme d'ondes RF qui constituent
le signal enregistré en RMN. Désignons par N ftéda nombre de noyaux par rapport a la
répartition de Boltzmann, celui-ci va évoluer selme cinétique du premier ordre.

dN__ N équation 4
dt r

Cet écart va donc varier selon une loi exponept@lec une constante de tenaps
t , :

N =N, exp-— equation 5
r

On peut séparer le systéme étudié en deux souEmIsyst

« le systeme de spins ;

- l'environnement extérieur, appelé réseau.
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Figure 23: Représentation du signal de RMN (FID) obtenu khamp
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Dans une premiere approche phénomeénologique, Uteoltemporelle du systeme est décrite
par le vecteur aimantation. Son évolution au caluréemps est donnée par les équations de
Bloch.

(‘ZTM)R: YM ABy — R (M —M,)

. R
R=|0 1r 0
00 UiT

La matrice diagonale fait intervenir deux tempsréiaxationT; et T,. Lors du retour du

vecteur aimantation a I'équilibre, on distingue ddaux types de relaxation :

- le retour a l'équilibre de la composante longitaténV, correspond larelaxation
longitudinale TempsT; (3*™ligne) ;
- le retour a zéro de la composante transverdalg correspond larelaxation

transversale TempsT, (1*ligne et 2% ligne).

M,, =yM:+MJ équation 6

Les solutions des équations précédentes qui détrile comportement du vecteur
aimantation lors du retour a I'équilibre peuvene &éprésentées graphiquement. Envisageons
une excitation a 90° qui améne le vecteur aimamadians le plan transversal. Apres que
I'excitation a cessé, l'extrémité du vecteur aimi@on effectue, dans le référentiel du
laboratoire, un mouvement complexe, en spiraleguautle B. Le retour a I'équilibre se
traduit par un déphasage rapide des protons etiécreissance de I'aimantation transversale.
En revanche I'aimantation longitudinale croit, prgiBouve sa valeur initiale qui correspond a
l'aimantation a I'équilibre (Figure 24).

Le retour de la composantd, de l'aimantation a sa valeur initiaMo, correspond a la
relaxation longitudinale Elle est due a un échange d'énergie entre leaumogt leur
environnement. Elle porte aussi le nom de relarafuin-réseaula constante de temfs

est d'autant plus petite que les noyaux sont lgssamolécules de plus grande masse molaire.

Compte-tenu de la faiblesse des interactions éggrspins et le réseau, elle est de 'ordre de
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Figure 24 : Le retour de la lI'aimantation a sa valeur in&ido, correspond a la relaxation

longitudinale T et relaxation transversale.T
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guelques secondes pour un liquide mais elle peeindte plusieurs heures dans le cas des
solides. A I'échelle macroscopique ce processugeldgation est associé a un un transfert
d'enthalpie. Aprés le basculement, la composaatesversale de l'aimantation va diminuer
puis s'annuler avec un temps de relaxatianCe phénomeéne est dd a l'interaction entre les
spins nucléaires qui provoque une perte de cohérdacphase des moments magnétiques
dans leur mouvement autour dg Bette désynchronisation des aimantations élénnestest
appelé relaxation spin-spin. aelaxation longitudinale Le temps de relaxation,Test
toujours inférieur au temps de relaxation Ta diminution exponentielle du signal de RMN
due a la relaxation est le reflet de différentsrnuméenes dynamiques au niveau moléculaire et
nucléaire. La détermination des temps de relaxafignet T, permet d’accéder a des
parameétres divers tels que la teneur en eau, lec@aiage de matiére grasse ou des
caractéristiques plus subtiles telles que l'auticgétd’origine de I'échantillon (Mariettet

al., 1997).

2.4.3 L'interaction magnétique dipéle-dipble

L'interaction magnétique dipdle-dipdle, aussi agpetouplage dipolaire, fait référence a
l'interaction directe entre deux dip6les magnétiqueénergie de cette interaction s'exprime
selon I'hamiltonien suivant (Abragam, 1961; Lev&g01; Slichter, 1990) :
Hp = _Log (?’(mj @jk)(m( @jk) —-m [n,) équation 7

4,
ou g est un vecteur unité paralléle & la droite joigrias centres des deux dipdleg,est la
distance entre ces deux dipOlesenhm).
Le couplage dipOle-dipdle est trés utile pour lasdés structurales moléculaires, puisqu'il
dépend seulement de constantes physiques conndesiaterse de la distance internucléaire
au cube. L'estimation de ce couplage procure unemapectroscopique direct a la distance
entre noyaux et donc a la forme géométrique de ddécule. Bien que les couplages
dipolaires magnétiques internucléaires contienbeaticoup d'informations structurales, dans
une solution isotrope, ils sont moyennés a zémason de la diffusion rotationnelle. Dans le
cas d’'un échantillon purement solide, les intecendti dipdle-dipdle (interaction dipolaire)
peuvent dépasser 10 kHz ce qui explique le negiélement des raies observé en RMN haut-

champ. Pour de tels échantillons, il est primordiatiliser la technique de
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Figure 25: Représentation du signal FID d’'un échantillon poemant une phase solide et

une phase liquide.
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rotation a I'angle magique pour réduire ces intioas qui rendent les spectres difficilement
interprétables.

En revanche en RMN bas-champ, le signal d’un édlmansolide ou « mou » est caractérisé
a des temps trés courts (inférieurs a I8P par une sinusoide caractéristique de la mobilité
des noyaux de la fraction solide alors qu’aux tepips longs une décroissance exponentielle
du signal décrit la mobilité des noyaux de la fi@ctimobile (Derbyshiret al, 2004; Roudaut

et al, 2009) (Figure 25).

Le signal enregistré est décrit par I'équation d&dam (Abragam, 1961; Slichter, 1990).

o (t) =Aexpl22 t a smbt +Bexp(r L ) équation 8

A et B correspondent respectivement a I'amplituéds doyaux de la phase solide et des
noyaux mobiles.
T; (ms) est le temps de relaxation spin-spin desunoyaobiles mesuré pendant le temps t en
présence d'inhomogénéités du champ magnétique.
a et b sont les parametres caractéristique dad#idn solide.
* a est caractéristigue de I'énergie impliguée dangetaction dipolaire
moyenne entre les noyaux de la phase solide.

* b dépend du nombre d’interactions dipolaires dadbstance entre les dipéles.

Le second moment dipolaire ;Mpeut alors étre déterminé grace a I'équation ssdes. Il
reflete la force des interactions impliquant legaux de la phase solide (van den De¢sl,
1998).

M2=a2+ %bZ éguation 9
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2.4.4 Mesures par RMN bas-champ

Difféerents échantillons ont été préparés en vudedeanalyser par RMN bas champ. Les
premiers tests ont été réalisés a partir de poudieepolysaccharides introduites dans des
tubes en verre de 10 mm de diametre. Ensuite lenétions ont été analysés sous forme de
films de polysaccharides empilés dans les tubd®\id (Figure 26).

Pour obtenir 1 cm de hauteur en films il est néessd’introduire environ 400 rondelles
superposeées. La technique utilisée pour découpemeiler les films en grand nombre est
basée sur 'emploi d'un emporte-piece de 8 mm dendire (Figure 26). Les films sont
superposés par groupe de 3 ou 4 en utilisant des gh une pince a épiler afin de ne pas
polluer les échantillons. Les échantillons de peudun de films ont été analysés avec une
teneur en eau contrélée. Pour se faire, les tubegté placés pendant deux semaines dans

une enceinte contenant la solution saline satugéeespondant a une humidité relative

connue.

Figure 26: Préparation des échantillons pour leur analysé&pN bas-champ
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Les expériences de RMN ont été effectuées sur ectrgpnetre bas-champ de marque Bruker
(minispec mg20) opérant a la fréquence des prottn20 MHz (champ magnétique de
0,47 Tesla) . L'entrefer de 33 mm permet d’accurailes tubes de 10 mm de diamétre. Les
mesures de détection directe (FID, Figure 27) dedgs de relaxation, {Figure 28) ont été
réalisées entre -40°C et 80°C, l'antenne de medard thermostatée a I'aide d'azote liquide.
La température dans la sonde RMN était réguléeupasystéme dédié a I'appareil (BVT
3000, Bruker SA, Wissembourg, France) couplé a herntocouple placé a la base de
I'échantillon dans I'aimant. Les expériences r&ass sur ce spectrometre au laboratoire ont
montré qu’il existe un gradient de température esiidr thermocouple et I'échantillon dans
'aimant. Une fibre optique a donc été utiliséenafie mesurer précisément (+ 0,1°C) la
température dans le tube de RMN (& la surfaceébddntillon) pendant la mesure. Un délai
de 7 min était nécessaire a la stabilisation dertgpérature. Les échantillons occupaient 1 cm
de hauteur du tube de RMN (homogenéité de la natjaEnce). Le temps mort de la sonde
est de 11us.

Les réglages du champ magnétique, des angles detidét du gain et des longueurs des
impulsions ont été effectués avant chaque mesw@ll>, des mesures de qualité sur un tube
d’huile minérale ont été réalisées chaque jourpielences.
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Acquisition
AL

Figure 27: Représentation du signal FID

Amplitude du signal

Enveloppe du signal de radiofréquence

Courbe de relaxation en Tz

temps

Figure 28: Représentation de la séquence CPMG
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La séquence de détection directe a permis d’eriregls signal de RMN brut dit FID (Figure
27), qui correspond a l'observation du retour &udiébre du signal de RMN apres une
excitation du systéme a l'aide d'une impulsion @eiofréquence a 90° de 2|%. Les
parametres de second moment dipolaireokit été déterminés par ajustement du signal FID
selon les équations 9 et 10 (pages 5). Le tempsayelage a été fixé a 2 secondes pour une
fenétre d’acquisition de 10 ms.

Les mesures de,Tont été réalisées a l'aide de la séquence CaoePdieiboom-Gill
(CPMG) (Meiboom & Gill, 1958) (Figure 28).

La séquence consiste en une impulsion 90° (@9, suivie d'un délait (temps
d’échantillonnage de 4(s) puis d’'une série d’impulsion a 180°, elles-mémpésarées d'un
délai 2 pendant lequel I'écho se forme.

L’ajustement des signaux de RMN est effectué airpde I'algorithme de Levenberg-
Marquardt qui permet d’obtenir une solution numéeiqau probléme de minimisation d’'une
fonction en appliquant une régression par la méttss moindres carrés.

Le signal enregistré suite a I'application de lgushce CPMG a été ajusté selon I'équation

suivante.

L t
lcpmc (1) :Z A exp(—_l_ ) équation 10
i=1 2i

Dans laquelle Ai correspond a l'intensité des pretcaractérisés par un temps de relaxation
spin-spin & (Meiboom & Gill, 1958).

L’outil d'ajustement CONTIN (Provencher, 1982 ) gafement été utilisé afin de valider les
ajustements effectués par la méthode discrete denberg-Marquardt. Chaque méthode a
permis de déterminer une seule composante,gyolr chaque échantillon indépendamment
de leur teneur en eau. La Figure 29 illustre leltésobtenu de I'ajustement des données de
RMN par CONTIN pour des films d’AX & RH=91%.
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AX RH=91%

50

Intensity(a.u.)

Figure 29: Résultats de I'ajustement CONTIN sur les donre<PMG de films d’AX a
RH = 91%.
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Roéle des arabinoxylanes (AX) eB-glucanes (BG) dans I'assemblage pariétal

et les propriétés de paroi

Les résultats sont présentés a travers les publisaicceptées ou soumises au cours de cette
thése. lls sont séparés en quatre chapitres g@spmmdent a quatre approches mises en place
de facon chronologique.
Les deux premiers chapitres font état de la préijparaet de la caractérisation des films
monomoléculaires d’AX et de BG. Ces travaux ont dedé le développement de méthodes
non acquises au laboratoire ou a adapter en fanafies objets d'études (films de
polysaccharides). La deuxieme partie des résultetsemble des travaux dont les objectifs
étaient :

1. d'étudier l'impact de la structure des polymémtsde leur organisation sur les

propriétés des films monomoléculaires et compasites
2. de faire le lien entre les résultats obtenuslasirfilms et les propriétés de parois

cellulaires de grains.
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Partie | : Développement méthodologique pour étddestructure de films de polysaccharides
mesurer leurs propriétés d’hydratation

et

Chapitre | Chapitre 1l
Isothermes de sorption et diffusion Mobilité de I'eau et des chaines de
de I'’eau a travers les films < —> polymeéres dans les films suivies par
monomoléculaires de polysaccharides RMN a bas champ

Partie Il : Impact de la structure des polymeéreseetieur organisation sur les

propriétés des films. Liens avec les propriétépateis.

Chapitre 111 Chapitre IV

Etude des propriétés d’hydratatior : Propriétés mécaniques et interacti
mécaniques des films mono- | ——» moléculaires dans des films

moléculaires composites
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CHAPITRE |

Isothermes de sorption et diffusion de I'eau a tragrs les

films monomoléculaires de polysaccharides
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Partie | Résumé

Résumé

Les premiers travaux de la these ont consisté raiextet purifier des arabinoxylanes de la
farine blanche puis a réaliser des films a baseedepolysaccharides ainsi quefdglucanes
commerciaux. Mais avant d’étudier leurs propriétécaniques et d’hydratation, il nous a
semblé important d’étudier les propriétés de somptie I'eau des poudres et des films de
polysaccharides. L’étude des isothermes de sorgienmet de connaitre la répartition et
l'intensité des liaisons de I'eau, ainsi que sa@aligbilité fonctionnelle dans les substances
biochimiques et biologiques alimentaires, peu owenoement hydratées (teneurs en eau
comprises entre 0 et 50). Deux méthodes gravimssigpnt été choisies : la méthode statique
via des solutions salines et la méthode dynamigueytilisant I'appareillage DVS (Dynamic

Vapor Sorption).

La deuxieme méthode est basée sur une analysemgtague fine a l'aide d'une
microbalance dans une enceinte régulée thermiquent@ontrairement a la premiere
méthode, la DVS (Dynamic Vapor Sorption) est diyaamique car elle permet de mesurer

des cinétiques de sorption et ainsi d’évaluer aedficients de diffusion effective (f) de

I'eau a travers les films.

Les mesures de diffusion apparente de I'eau amsales films d’épaisseur de |28 ont été
effectuées par la méthode DVS en collaboration &écile Barron (UMR IATE, INRA
Montpellier). Le coefficient de diffusion de I'east déterminé par la seconde loi de Fick qui
considere un gradient de teneur en eau des filesfdibles valeurs dep montrent que les
films AX et BG sont tres denses ; les molécule$atri y diffusent tres lentement. La valeur
de D de I'eau dans les films d’AX de haut degré de sti®n est plus élevée que dans les
films d’AX de bas degré de substitution et que deesx de BG (0.05 < Teneur en eau <
0.40). Les valeurs de¢kdes films d’AX et de BG sont similaires a faibéméur en eau (g/g)
< 0.05 puis elles augmentent avec la teneur endeauilms (Teneur en eau < 0.15). Ces
résultats sont en accord avec l'idée que la difiugie 'eau dans les parois doit varier en
fonction de la nature des tissus du grain et céaduwle I'hétérogénéité de la répartition des
AX et des BG et des rapports variables A/X dangliférents tissus du grain de blé (Yiay
al., 2011a).
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Water mobility within arabinoxylan and
B-glucan films studied by NMR and dynamic
vapour sorption

Ruifeng Ying,? Cécile Barron,® Luc Saulnier? and Corinne Rondeau-Mouro?*

Abstract

BACKGROUND: The main purpose of this research was to determine the impact of the structure and organisation of
polysaccharides on the hydration properties of the cell walls of cereal grains. In order to remodel the lamellar assembly of
arabinoxylan (AX) and (1 — 3)(1 — 4)--pD-glucan (BG) within the endosperm cell walls, films were prepared and analysed using
dynamic vapour sorption and time domain nuclear magnetic resonance spectroscopy.

RESULTS: The water diffusivities within the AX and BG films were measured at 20 °C by observing the water sorption kinetics
within amathematical model based on Fick’s second law. The evolution of spin - spin relaxation times of water protons measured
by increasing the temperature is explained by the additional contributions of motion of the protons of polysaccharides and/or
rapid chemical exchanges of protons between water and hydroxyl groups of polysaccharides.

CONCLUSION: The difference between patterns of water behaviour within the AX and BG films can be related to the difference

in their nanostructures. The smaller nanopores of the BG films cause their nanostructure to be more compact.

(© 2011 Society of Chemical Industry

Keywords: water diffusivity; arabinoxylans; g-glucans; cereal; DVS; NMR

INTRODUCTION

Arabinoxylans (AXs) and (1 — 3)(1 — 4)-g-D-glucans (BGs) are
the main components of the endosperm cell walls of cereal
grains.)? AXs are characterised by a linear backbone of xylose to
which arabinose substituents are attached through O-2 and/or
0-3,° whereas BGs are linear homopolymers of p-glucose with
B-(1 — 4) and p-(1 — 3) linkages.* Arabinosyl residues can
also be esterified on the O-5 position, mainly with ferulic acid.>®
Large heterogeneity in the cell wall composition (AX/BG ratio)
and AX structures (arabinose/xylose (Ara/Xyl) ratio and ferulic acid
content) has been observed within tissues of wheat grain.7’9
In the walls of the aleurone cells the AX/BG ratio is around
60:40 for a lower level of substitution by arabinose of xylans
that are highly esterified with ferulic acid. On the other hand, in
the walls of prismatic cells, BGs are less abundant (~250 g kg™’
walls) and AXs are poorly esterified and highly substituted by
arabinose.'® Moreover, during grain development the time course
and pattern of arabinoxylan deposition in the wheat endosperm
vary significantly: AXs are substituted more at the beginning of
grain filling than in the later stages.’ In addition, a lamellar
organisation within the cell walls has been observed using
microscopy techniques.®'? This organisation possibly reflects
alternating depositionand/or special assemblies of AXs and BGs. In
order to study the impact of their fine structure and interactions on
the hydration properties, we prepared AX and BG films as models
of their lamellar distribution within the endosperm cell walls. Here
we report the study of the water mobility within these films using
the dynamic vapour sorption (DVS) technique and time domain

nuclear magnetic resonance (TD-NMR) spectroscopy. The proton
spin—spin relaxation time T, was measured as a function of both
the water content and the temperature. Measurements of water
sorption kinetics by varying the relative humidity (RH) permitted
estimation of the water diffusivities through the AX and BG films
based on Fick's second law."3

EXPERIMENTAL

Materials

Water-extractable AXs obtained from wheat flour aqueous extract
were fractionated by graded ethanol precipitation as described
by Dervilly-Pinel etal.™ A pure AX fraction exhibiting a high
Ara/Xyl ratio (0.73) was obtained and studied. Water-soluble BGs
from barley (medium viscosity, purity =>97%) were purchased
from Megazyme International Ireland Ltd., Wicklow, Ireland. The
polysaccharides were dissolved in water (2 mgmL™") for 8 h at
60 °C under magnetic stirring. The samples were injected into a

* Correspondence to: Corinne Rondeau-Mouro, UR1268 Biopolyméres, Interac-
tions, Assemblages, INRA, F-44316 Nantes, France.
E-mail: corinne.rondeau@nantes.inra.fr

a URI1268 Biopolymeres, Interactions, Assemblages, INRA, Rue de la Geraudiere,
BP 71627, F-44316 Nantes, France

o

Unité Mixte de Recherches Ingénierie des Agropolymeéres et Technologies
Emergentes, INRA-ENSAM-UMII-CIRAD, 2 Place Viala, F-34060 Montpellier,
France
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high-performance size exclusion chromatography (HPSEC, Showa
Denko K K. (Shodex), Kawasaki,Japan) system with two Shodex OH-
pack SB HQ 804 and 805 columns and eluted at 0.7 YmL min~" with
50 mmol L~! NaNO; containing0.2 g L~ NaN3.Online molar mass
and intrinsic viscosity were determined at room temperature using
amulti-angle laser light-scattering (MALLS) detector (mini-Dawn®,
Wyatt, Santa Barbara, California, USA) operating at three angles
(41, 90 and 138°), a differential refractometer (ERC, Saitama, Japan,
7517 A; dn/dc = 0.146 mLg~') and a differential viscometer (T-
50A, Viscotek, Houston, Texas, USA). ASTRA 1.4 software (Wyatt)
was used to determine the weight-average molar mass (My)
and the radius of gyration (Rg), TRISEC software from Viscotek,
Houston, Texas, United States was used to determine the intrinsic
viscosity ([5]). The polydispersity index | = My, /My (where My is
the number-average molecular weight) was calculated from the
SEC/MALLS measurement.

Film preparation

AXs and BGs were dissolved in deionised water (8 h at 60°C for
AXs and 20 min at 95°C for BGs) under magnetic stirring, and
clear solutions (no precipitation at this concentration) were cast
into polystyrene Petri dishes (@ 5 cm). For each film, 2.5 mL of
a 20mgmL~" solution of polysaccharides was used. The films
were dried in a climate room at 40°C and 40% RH. Reflectance
spectroscopy (SPECORD S 600, Analytik-Jena, Jena, Germany) was
used to determine the film thickness (22 pm, @ 5cm).'® Films
of the same nature were equilibrated at various water activities
in desiccators containing saturated salt solutions of known RH:
119 (LiCl), 59% (NaBr), 75% (NaCl) and 919% (BaCl,). The sorption
of water was carried out gravimetrically until equilibrium was
achieved (normally within 15 days).'®

Differential scanning calorimetry (DSC)

The glass transition temperatures (Tq) of the AX and BG films were
measured using a DSC Q100 differential scanning calorimeter (TA
Instruments, New Castle, Delaware, United States of America)
previously calibrated with indium. Each sample (20 mg) with
known moisture content was (1) heated from —40 to 120°C
(3°Cmin~") and (2) heated from —40 to 150°C using an empty
pan as reference. Ty of each specimen was determined from the
midpoint of the heat capacity change observed in the second
scan, at a heating rate of 3 °C min—".

NMR spectroscopy

"H NMR measurements were performed using a TD-NMR spec-
trometer (Minispec, Bruker SA, Wissembourg, France) operating at
aresonance frequency of 20 MHz for 'H (0.47 T). The NMR system
was equipped with a temperature control device connected to a
calibrated optical fibre (Neoptix Inc., Quebec city, Canada) allow-
ing temperature regulation within £0.1°C. The sample coil was
10 mm in diameter. In order to place samples in a homogeneous
region of the NMR magnet, the tubes were filled to a height of
around 10 mm and then weighed and hermetically sealed. Ther-
mal equilibration was achieved by allowing a 7 min waiting time
after each temperature step before the start of the experiment. The
dead time of the "H NMR probe was 11 ps. Proton-free induction
decays (FIDs) were acquired using the following parameters: a 90°
pulse of 3.4us, a dwell time of 0.5 us between two successive
data points, 160 scans of 19 900 data points and a recycle delay
of 2 s between each scan. The spin—spin relaxation time (T;) was
measured using the Carr—Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) pulse

sequence.'” The delay between the 90 and 180° pulses of the
CPMG sequence was 40 us. A total of 160 scans were performed
with 800 data points; the recycle delay between each scanwas 2 s.
Spin-spin relaxation data were analysed with the following

model:
lepmg(t) = Z LA expl—t/Ty) (1)

The curves were then fitted with two different methods: the
Marquardt discrete method'® and the CONTIN method.'” As the
results obtained by both methods were consistent, only those of
the Marquardt method are presented here.

Dynamic vapour sorption

A controlled atmosphere microbalance (DVS apparatus, Surface
Measurement System Ltd, London, UK) was used to determine
the water sorption kinetics of the AX and BG films at 20°C in
the RH range from 0 to 95%. Double sampling was used for the
DVS measurement. The DVS automatic operation method was
used to set both the desired RH and the equilibrium criterion.
First, each sample was dried at 25 °C over phosphorus pentoxide
and further equilibrated to 0% RH in the DVS apparatus for 16 h.
Then the RH was increased to the target value and equilibrated
using the equilibrium criterion for a change in mass over time
(dm/dt) of 0.002% for five consecutive minutes. The sample mass
and the chamber relative humidity were automatically collected
every 60 s. Moisture sorption isotherms were determined from
the equilibrium moisture contents at each RH step. Experiments
were carried out in duplicate. In order to determine the effective
moisture diffusivity, the sample was considered as a plane disc
with a diameter of 10 mm and a homogeneous thickness of 22 um.
Only moisture transfer in the axial direction was considered. The
origin of the x axis was considered to be at the interface between
the air flux and the film surface. The effective moisture diffusivity
was determined using Fick’s second law:'?

Desla2X(x, 1)/ 3x%)] = aX(x, 1)/t (2)

where X (gg™' dry basis) is the moisture content and Deg is
the effective moisture diffusivity in the film for a given RH, t
(s) is the time and x (m) is the distance from the interface, which
corresponds to the vertical direction in our experiments. The initial
and boundary conditions are

aX(L t)/ox =0 (3)
X(0,1) = Xx (4)
X, 0) = Xo (5)

where L is the film thickness, X (g g‘1 dry basis) is the moisture
contentatequilibriumand X, (g g~ drybasis)is the initial moisture
content of the film for a given RH. The exact solution of Eqn (2) for
a sheet of thickness L was given by Crank:'?

O = Xo)/ N — Xo) =1 =% 22 [8/(2n 4 1))

expl—Derr(2n + 1272t /4% (6)

where n is any positive integer, even or odd.

RESULTS AND DISCUSSION

In porous materials, moisture transport can occur by different
mechanisms at a microstructure scale, e.g. by capillary forces, liquid
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Figure 1. Moisture sorption isotherms of arabinoxylan (AX) and 8-D-glucan
(BG) films (thickness 22 um) at 20°C. RH, relative humidity. Standard
deviation bars are within the symbols.

Table 1. Molecular characteristics of arabinoxylans (AXs) and $-D-
glucans (BGs): weight-average molar mass (My), radius of gyration (Rs),
polydispersity index (), intrinsic viscosity ([5]) and arabinose/xylose
(Ara/Xyl) ratio

My, x 1073
Sample (g mal™") Rg (nm) i [n] (mL g‘1) Ara/Xyl
AX 23332 34 24 259.64 073
BG 2835 31 1.5 331.20

diffusion due to concentration gradients, vapour diffusion in air-
filled pores due to vapour pressure gradients, and liquid diffusion
at the pore surface 2’ Determination of the relative contribution
of each mechanism is difficult. However, the effective moisture
diffusivity (Deg) is measurable; it is a function of water content
for moisture-sensitive materials. The moisture sorption isotherms
of the films were determined at 20°C using DVS apparatus as
described in previous studies.?! Fig. 1 shows the water sorption
isothermsfor the AX and BG films as a function of RH from 0 to 95%.
The water content measured in the AX films is in agreement with
the results found in the literature.?? In the RH range from 10 to 80%
the water content measured in the BG films was higher (based on
the percentage of dry mass) than that in the AX films. In this part of
the isotherm, water sorption is mainly due to water condensation
and reflects the availability of the polysaccharides for binding
water to specific sorption sites. It is clear that the hydroxyl groups
of polysaccharides have the ability to exchange protons with
water and form hydrogen bonds with water molecules and other
hydroxyl groups.2 BGs are composed of linear chains of hexose
residues that exhibit three hydroxyl sites per residue, whereas AXs
are composed of pentose residues exhibiting an average of only
two hydroxyl sites per residue. This comparison is valid because
AXs and BGs were characterised by similar values of M, as well as
very close values of Rg (Table 1). Above 90% RH, water sorption
increases exponentially and the films exhibit reverse behaviour;
AX-0.73 films show a higher water uptake than BG films. These
results were confirmed by isotherm sorption carried out using the
saturated salt method.'® Results of the water content of the films
for four RH values are listed in Table 2; these results confirmed
that the water content of the AX films is higher for an RH of
91%. The water content determined by the two methods, DVS
and gravimetry over saturated salt solutions, is not exactly the
same at the same RH values. This observation is explained by the

Table 2. Values of Ty, Trp and Ty for arabinoxylan (AX) and S-D-
glucan (BG) films at different water contents (measured at 20 °C)

Water content Tarp T Ty
Sample (%) (RH (%)) (ms) °Q) Q)
AX 3.50(11) ND =80 ND
15.24 (59) 7.80 60 82

17.82(75) 8.98 50 56

34.17 (91) 12,05 20 -6

BG 471(11) ND >80 ND
16.43 (59) 3.62 65 102

19.40 (75) 3.65 55 71

28.86 (91) 4.47 35 29

Tare is the maximum value of the spin-spin relaxation time T; at
the corresponding temperature Tre. RH, relative humidity; ND, not
determined.

Mass (g)

i i 1 L i i n

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Time (h)

Figure 2. Experimental (thick line) and predicted (thin line} curves for
moisture sorption kinetics of arabinoxylan films measured at 20 °C with a
controlled atmosphere microbalance for relative humidity ranging from 0
to 95%.

differences in the way of determining the sample mass at an RH of
0% (Mp).

Deft values of the films were determined at 20°C using the
transient state moisture content of the water sorption kinetics and
the analytical solution of Eqn (6) for modelling moisture sorption.
An example of the experimental kinetic data superimposed on the
curve representing the data calculated using Eqn (6) is presented
inFig. 2.

Figure 3 shows the resulting Dgg values plotted as a function
of RH (two repetitions). The low values between 2.1 x 10~'% and
2.8 x 107" m? s~ observed for Desf were in a similar range to the
D values of insoluble pentosans published by Roman-Gutierrez
etal.?* Our results indicated that the AX and BG films are very
dense materials, thus resulting in very slow diffusivity of water.
For an RH between 0 and 35% the effective diffusivity increased
sharply with the moisture content of the films. For an RH between
35 and 75% a maximum value of D¢ was observed, which was
followed by a decrease in Dgg for an RH higher than 75%. The AX
films showed higher D values than the BG films. The maximum
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Figure 3. Effective moisture diffusivity (Def) of arabinoxylan (AX) and p-
D-glucan (BG) films as a function of relative humidity at 20°C (analysis in
duplicate).

T, (ms)
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Figure 4. Proton spin-spin relaxation time T; as a function of temperature
for arabinoxylan (W, 11% RH; &, 59% RH; @, 75% RH; ¢, 91% RH} and
A-D-glucan (O, 11% RH; &, 59% RH; ©, 75% RH; ¢, 91% RH) films. RH,
relative humidity.

value of Doy was determined to be 2.8 x 107 m? s for AXs,
whereas itwas 1.5 x 107" m? s~ for BGs (Fig. 3).

NMR spectroscopy is another technique that is capable of
probing water motions within porous materials. Pulsed field
gradient sequences permit measurement of the self-diffusion of
molecules ata micrometre scale (notthe subject here), whereas the
spin-spin relaxation time T; gives information about the chemical
exchange process at a nanometre scale.”® Previous studies on
biopolymer materials have shown that the measurement of T, can
be related to the nanoporosity of materials.?527

Figure 4 shows the proton spin-spin relaxation time T
measured as a function of temperature for the AX and BG films
prepared at various RH values.

T, of protons within the films increased from 0°C and attained
a maximum value (T, on top of the peak, denoted Torp) at a
temperature Trp, which varies depending on the nature and
hydration state of samples (Fig. 4). At higher temperatures, above
Tp up to 80 °C, a gradual reduction in T, was observed.

The increase in T with temperature is easily explained by the
decrease in 1. (the correlation time of the molecular rotational
motions; see BPP theory in Ref. 28) concomitantly with the
decrease in proton dipolar interactions as the frequency of proton
exchange increases. T, values for the AX and BG films were similar
at low water content («<5%), but at water contents between 15
and 35% the AX films showed higher T; values than the BG films,
suggesting that the rotational mobility and water exchange were

slower in the BG films. This can be explained by the difference in
the film nanostructures and the smaller nanoporosity in the BG
films than in the AX films.

For water contents between 15 and 35%, Typ values were
greater for the BG films than for the AX films, even at similar water
contents. These temperature transitions of T, are consistent with
the glass-rubber transition temperatures Tq measured by DSC for
each kind of film. The values listed in Table 2 clearly indicate a
higher Ty for the BG films than for the AX films, irrespective of their
water content. A net decrease in Tg was observed, but the water
content increased owing to the plasticising effect of water.2%3°
The higher T values found for the BG films must be related to the
slower polysaccharide motions within the films®*® in response to
the stronger interchain interactions. BGs are chains of glucans that
do not ramify and they are supposed to assemble within a more
compact structure with smaller nanopares than AXs.

Beyond Typ the apparent T, values decrease significantly.
This phenomenon can be attributed to either of two comple-
mentary contributions: (1) rapid motions of the polysaccharide
protons and/or (2) rapid chemical exchanges of water between
the free state and the bound state to hydroxyl groups of
polysaccharides?"32

Anincrease in temperature causes an increase in the frequency
of the chemical exchange; this results in an increase in the
probability that more than one water molecule is bound to one
hydroxyl group at a given time. As determined by Aeberhardt
etal,’? the maximum number of water molecules per hydroxyl
group is nearly two in oligosaccharides, because both oxygen
and hydrogen atoms can generate hydrogen bonds. Therefore
the apparent measured T, values decrease owing to the motion
reduction of the water molecules that exhibit a higher probability
to be bound to the polysaccharide hydroxyl groups.

The gradual reduction in T, can also be explained by the
additional contribution of motions of water and polysaccharide
protons,®! assuming the modelsofrelaxation under slow exchange
between two sites, with two different relaxation rates 1/T2a and
1/T2g.*" Increasing temperature results in preferential motion of
protons from the water as well as polysaccharides, stretching of
the hydrogen bond and weakening of the assembly properties
of the polysaccharides. Then the mobile/immobile proton ratio
increases and the contribution of the polysaccharide protons to
the measured T, values results in an apparent diminishing.

CONCLUSIONS

This work demonstrates the complementarity of TD-NMR and
DVS techniques in order to study, as a function of temperature
and water content, the water motions within films made of
polysaccharides of various structures. The differences in the
water motions measured by DVS and NMR are in agreement
and consistent with the fact that the nanostructure of BG films is
different from that of AX films. BGs are smooth glucan chains that
are supposed to assemble within a compact structure and have
smaller nanopores than AXs. We intend to extend this work to the
investigation of the impact of the arabinoxylan structure (Ara/Xyl
ratio) on the hydration properties of the films. It has been found
that the Ara/Xyl ratio varies from one cereal tissue to another
and that these structural changes are supposed to influence the
water transfer between tissues. Studies of the water dynamics in
composite films containing a mixture of AXs and BGs with varying
content should also facilitate development of a better model of
polysaccharide assemblies within cereal cell walls.
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Résumé

Des films mono-moléculaires d’arabinoxylanes et Hglucanes (commerciaux) ont été
préparés. Les isothermes de sorption (en modeqetatide I'eau dans ces films ont été
comparés aux isothermes dans les poudres de d&pagtet al, 2011c, voir annexe). Pour
une méme activité de I'eau (Aw), les films giglucanes adsorbent plus d’eau que les films
d’AX.

Les études par RMN des films mono-moléculaires AXTBG ont permis de mettre en
avant, via des mesures de temps de relaxationsgoin-T, de I'eau en fonction de la
température, des cinétiques d'échanges hydriques domplexes au sein des films de
polysaccharides. La mobilité de 'eau mesurée pgdiNFbas champ est bien associée a des
phénomenes d’échanges entre de I'eau liee auxidmschydroxyle des polysaccharides et
l'eau libre dans des micropores a I'échelle desonsires. En paralléle, I'analyse de la
mobilité des chaines de polysaccharides a ététaffecen fonction de la température, a
travers des mesures du second moment dipolaigedel protons de la phase solide (Yetg
al., 2011b, page suivante; Yimgg al, 2011c en annexe).

Les résultats montrent que la préparation des étlbas (sous forme de poudre, de films
hachés ou empilés en rondelles) et leur teneuraanoat un impact trés significatif sur les

mesures de RMN (Yingt al, 2011c, voir annexe).

Ces travaux ont également permis de montrer quaube de substitution des AX avait un
impact important sur les propriétés d’hydrataties @ilms. La diminution des pen fonction

de la température est plus importante dans les fililAX de haut degré de substitution car les
interactions entre les chaines d’AX sont plus fesb(distance entre chaines plus grande et
mobilité plus importante). L’augmentation du taue @ubstitution des AX induit un
écartement des chaines d’AX entre elles (Rondeawrdlet al, 2011, voire annexe),
arrangement qui modifierait les phénoménes d’éabmnigydriques au sein des films.
Finalement, les fiims de BG présentent une mésdsiel plus compacte, ralentissant la

mobilité de I'eau au sein des films.
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To mimic the lamellar organisation of polymers within cereal cell walls, films of arabinoxylan (AX) and
B-glucan (BG) were prepared and characterized using Time-Domain (TD) 'H NMR at different water con-
tents and temperatures of measurement. The glass transition temperature (T;) of the films was measured
using differential scanning calorimetry (DSC). The investigation of M3, i.e. the second moment of proton
dipolar interactions, and T, i.e. the water spin-spin relaxation times, as a function of temperature and
water content emphasized the complementary mechanisms involving the mobility of the polysaccharide

igﬁ?:;f;lans chains both below and above the glass transition temperature, and the mobility of water molecules in
B-Glucans interactions with the hydroxyl groups of the polysaccharides. In spite of the complexity of these mecha-
Cereal nisms, we found that BG films featured higher M; values than AX films, which is consistent with higher
Cell-walls proton intra- and inter-molecular dipolar interactions. These results, which are in agreement with the

NMR higher T; obtained for BG films, were assigned to the smaller nanopores in the BG films which reduce the
Polysaccharide kinetics of the exchange between water molecules.

Water mobility

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The cell walls in wheat grain endosperm account only for 2-4%
of the dry weight, but have a significant effect on wheat grain uses
such as milling, baking, brewing and in animal feeding or human
nutrition (Fincher & Stone, 1986). Arabinoxylans (AX) and mixed
(1—3)(1—4)-B-p-glucans (BG) are the main components of the
endosperm cell walls of cereal grains and represent around 70 and
30% of the walls, respectively (Fincher & Stone, 1986; Saulnier, Sado,
Branlard, Charmet, & Guillon, 2007). The basic structure of AXs
comprises a linear backbone of (1 — 4) linked P-p-xylopyranosyl
(Xylp) residues to which «-L-arabinofuranosyl (Araf) substituents
are attached through O-2 and/or O-3. AXs exhibit large natural
variations in their structure mainly due to the degree of substi-
tution of the xylose residues (i.e, either mono- or di-substituted)
and the arabinose to xylose global ratio (A/X) with values rang-
ing from 0.31 to 1.06 (Dervilly, Saulnier, Roger, & Thibault, 2000;
Izydorczyk & Biliaderis, 1995; Saulnier et al., 2007 ). Some arabinose
residues are esterified on the O-5 position mainly by ferulic acid

Abbreviations: AX, Arabinoxylans; BG, B-glucans; DSC, differential scanning
calerimetry; TD-NMR, Time-Domain nuclear magnetic resonance; T, glass tran-
sition temperature; RH, relative humidity.

* Corresponding author at: UR1268 Biopalymeéres, Interactions, Assemblages-
INRA, Rue de la Géraudiére, BP 71627, 44316 Nantes Cedex 3, France.
Tel.: +33 0 2 40 67 50 50; fax: +33 02 40 67 50 84.

E-mail addresses: corinne.rondeau@nantes.inra.fr,

corinne.rondeau@cemagref.fr (C. Rondeau-Mouro).

0144-8617/S - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.carbpol.2011.05.033

(lzydorczyk & Biliaderis, 1995; Philippe, Tranquet, Utille, Saulnier,
& Guillon, 2007). Mixed linkage (1 — 3, 1 — 4)-B-p-glucans, which
are commonly known as B-glucans, are linear homopolymers of
p-glucopyranosyl (Glcp) residues linked mostly via two or three
consecutive B-(1— 4) linkages that are separated by a single -
(1—3) linkage (MacGregor & Fincher, 1993). There is currently
no evidence that two or more adjacent B-(1— 3) linkages occur
in B-glucan chains (Cui, Wood, Blackwell, & Nikiforuk, 2000; Dais
& Perlin, 1982); the occurrence of large blocks of adjacent p-
(1 — 4)linkages would most likely cause a tendency for inter-chain
aggregation through strong hydrogen bonding along the cellulose-
like regions, This property would potentially make the polymers
less soluble in water (Izydorczyk, Macri, & MacGregor, 1998a,
1998Db). Finally, BGs can be considered as a copolymers of 3-0-3-
p-cellobiosyl-p-glucose and 3-0-p-p-cellotriosyl-p-glucose, which
are tri- and tetra-saccharides, respectively, although longer blocks
of consecutive B-(1— 4) linkages are observed amongst the differ-
ent sources of cereal BGs (Cui et al., 2000; Wood, Weisz, & Blackwell,
1991, 1994).

The local heterogeneity of the composition of endosperm cell
walls has been investigated on samples recovered from fractiona-
tion processes (Ciacco & d’Appolonia, 1982) by the direct detection
of fluorescence (Fulcher, Miller, & Ruan, 1997), coupling imag-
ing and spectroscopic techniques (Barron, Parker, Mills, Rouau,
& Wilson, 2005; Philippe, Barron, et al., 2006; Philippe, Robert,
Barron, Saulnier, & Guillon, 2006), and immunolabelling techniques
(Guillon et al., 2004; Philippe, Saulnier, & Guillon, 2006; Wood
et al.,, 1994), It was concluded that BGs are present in a higher
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proportion in the cell walls of the aleurone and subaleurone layers
than in the starchy endosperm, which contains a higher content
of AX in its central zone (Philippe, Saulnier, et al., 2006). More-
over, aleurone cell walls are characterized by a low A/X ratio in the
range of 0.3-0.4 compared to 0.5-0.6 in the starchy endosperm cell
walls. This chemical heterogeneity has been extensively described
but little is known about the time-course and the pattern of AX
and BG deposition in cell walls during endosperm development.
Intermolecular interactions between the two polymers have also
not been extensively explored although Izydorczyk and McGregor
(2000) suggested that hydrogen bonding could occur between the
two polymers if the lengths of uninterrupted 3-(1 — 4)-glucan seg-
ments in BG and unsubstituted B-(1 — 4)-xylan in AX are sufficient.

Various observations using electron microscopy have shown a
lamellar organisation in wheat endosperm cells walls that possibly
reflects the assembly of the AX and BG polymers (Bacic & Stone,
1981; Guillon et al., 2004). In order to study the impact of their fine
structures and interactions on primarily the hydration properties
of cell walls, we prepared AX and BG films as models of the grain
endosperm cell walls. We prepared a highly substituted AX with
an A/X ratio of 0.73, which is consistent with the ratio determined
for endosperm cell walls. Since BGs are present in wheat cell walls
in a low amount and exhibit low water solubility possibly due to
strong interchain interactions, we used commercial water-soluble
BGs obtained from barley.

Herein, the Time-Domain (TD) 'H NMR spectroscopy was cho-
sen to investigate the mobility of the polymer chains and water
in arabinoxylan and (3-glucan films with different water contents
as a function of temperature. In recent years, there has been an
increasing interest in the use of Time-Domain 'H NMR to study low-
water-content food and biological materials (Cornillon & Salim,
2000; Rondeau-Mouro, Defer, Leboeuf, & Lahaye, 2008; Ruan &
Chen, 1998). TD-NMR provides information not only about the
molecular motion and state of water but also about the ‘packing’ of
the protons in the solid phase via the second moment, M>, of the
dipolarinteractions between protons (Aeberhardt, Bui, & Normand,
2007; Derbyshire et al., 2004; Kumagai, MacNaughtan, Farhat, &
Mitchell, 2002; Partanen, Marie, MacNaughtan, Forssell, & Farhat,
2004; Van den Dries, Van Dusschoten, & Hemminga, 1998; Vanden
Dries, Van Dusschoten, Hemminga, & Van der Linden, 2000).

In the present study, the influence of both the water content and
temperature on the mobility of water and the AX and BG chains
within the films are discussed in relation to the structure of the
molecules, their thermodynamic properties, and possible interac-
tions through hydrogen bonding and the chemical exchange of
protons with water molecules.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Water-extractable arabinoxylans were prepared from wheat
flours. The method of Dervilly-Pinel, Rimsten, Saulnier, Andersson,
and Aman (2001) was used for the isolation of homogeneous AX
fractions from wheat flour. The pure AXs (A/X=0.73) were fraction-
ated by graded ethanol precipitation, as was previously described
(Dervilly et al., 2000). An ethanol concentration of 0.5% (v:v) was
used in order to avoid the coprecipitation of AX chains due to their
physical entanglement (Dervilly-Pinel et al., 2001). Barley water-
soluble B-glucans (medium viscosity, purity >97%) were purchased
from Megazyme.

2.2. Physicochemical analyses

The method of Englyst and Cummings (1988) was used to deter-
mine the composition of the monosaccharides. The polysaccharides

were hydrolyzed with 2 N sulphuric acid at 100 °C for 2 h. Individual
sugars were then converted to alditol acetates and analysed using
gas-liquid chromatography (OV 225 column (30m x 0.32 mm),
0.25 pm film thickness, FID detector at T=230°C). Analyses were
made in duplicate (coefficients of variation <2%). The AX content
was calculated from the sum the arabinose and xylose contents.

Protein contents were determined colorimetrically (Bradford,
1976) using BSA as the standard. The phenolic acid content in AX
was determined by spectrophotometry as previously described by
Saulnier, Vigouroux, and Thibault (1995).

Purified polysaccharides AX and BG were dissolved in deionised
water (2 mg/mL) for 8 h at 60°C with magnetic stirring and then
filtered over a 0.45pm membrane. The samples were injected
at room temperature on a high-performance size-exclusion chro-
matography (HPSEC) system comprising two Shodex OH-pack SB
HQ 804 and 805 columns eluted at 0.7 mL/min with 50 mM NaNO;
containing 0.02% NaNs. On-line molar mass and intrinsic viscos-
ity determinations were performed at room temperature using a
multi-angle laser-light scattering (MALLS) detector (mini-Dawn®,
Wyatt, USA; operating at three angles: 41, 90 and 138°), a dif-
ferential refractometer (ERC 7517 A) (dn/dc=0.146 mL/g) and a
differential viscometer (T-50A, Viscotek, USA). ASTRA 1.4 (Wyatt,
USA) and TRISEC software were used to determine the weight aver-
age molar mass (My ), the radius of gyration (R¢g) and the intrinsic
viscosity [n]. The polydispersity index, [=My/M;, was calculated
from the HPSEC-MALLS results.

2.3. Film preparation

The polysaccharides were dissolved in water (20mg/mL) and
2.5 mL of each solution was cast into polystyrene Petri dishes (PS,
@ 5cm, film thickness 10 um). The films were dried in a climate
room at 40°C and 40% relative humidity (RH). Reflectance spec-
troscopy (SPECORD S 600) was used to determine the film thickness
(Goodman, 1978).

The water sorption isotherms of the films were determined at
20°C using the saturated salt method (Englyst & Cummings, 1988).
The films were equilibrated at various water activities in desicca-
tors containing saturated salt solutions with known RHs:LiCl (11%),
NaBr (59%), NaCl (75%), and BaCl; (91%). The sorption of water was
followed gravimetrically until equilibrium was achieved, which
generally occurred within 15 days (Greenspan, 1977).

2.4. Differential scanning calorimetry (DSC)

The glass transition temperature, Tg, of the AX and BG films was
measured using a DSC Q100 differential scanning calorimeter (TA
Instrument) previously calibrated with indium. The films (20 mg)
were equilibrated at the moisture contents considered in this work
and then heated from —40 to 120°C and from —40 to 150°C at
3°C/min. An empty pan was used as a reference and the glass
transition temperature of the specimens was determined from the
midpoint of the heat capacity change observed during the second
scan.

2.5. NMR measurements

'H NMR measurements were performed using a Time-Domain
spectrometer (Minispec BRUKER, GERMANY) operating at a reso-
nance frequency of 20 MHz. The NMR system was equipped with
a temperature control device connected to a calibrated optic fibre
(Neoptix Inc., Canada) allowing for £0.1 °C temperature regulation.
The AX and BG films (film thickness 10 um, @ 8 mm) were inserted
into a 10 mm diameter glass tube. The tubes were filled to about
10 mm in height in order to place the samples within the homoge-
neous region of the NMR magnet then weighed and hermetically
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closed. A Teflon rod was used to fill the dead volume of each tube
to avoid water loss. Thermal equilibration was ensured by allowing
a 7 min waiting time after each temperature step before the exper-
iment was started. The samples at various water contents were
analysed at temperatures ranging from —40 to 80°C at increment
of 5°C. The regulation of temperature was carried out using liquid
nitrogen; higher temperatures would have required another regu-
lation system, which was unavailable during testing. Two types of
pulse sequences were used. Proton free induction decays (FID) were
acquired using the following parameters: a 90° pulse of 3.2 s, a
dwell time of 0.5 pLs between two successive data points, 160 scans
of 19,900 data points, and a recycle delay of 2 s between each scan.
The Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) pulse sequence was used
with a delay between the 90° and 180° pulses of 40 jus. 160 scans
were acquired with 800 data points (Meiboom & Gill, 1958).

The second moment, M», values were calculated from the broad
part of the FID curve that arose due to the protons of the solid frac-
tion. As pointed out by Abragam (1961), the NMR spectrum of these
protonsis well represented by acombination of a sinus function and
a Gaussian broadening following Eq. (1):

a?t?\ sin bt t
Igp(t) = A exp (_T) m +Bexp (_T_;) (1)

In this equation, parameters A and B represent the contributions
of the immobile and mobile protons in the sample, respectively.
The NMR spectrum of the immobile proton fraction is assumed to
have a rectangular line shape with a total width of 2b, which is
convoluted with a Gaussian line shape with a standard deviation
given by parameter a. The second moment, which is a measure of
the strength of the dipolar interaction of the hydrogen atoms (for
details, see Section 3), is calculated from the fit parameters a and b
using Eq. (2).

1
My =a?+ §bz (2)

The mobile fraction (B) should display a lower limiting value
of T; around 1.3 x 10-5s, which is approximately 2b and cor-
responds to an upper limit of the rotation correlation time, t.,
of 5x 1077 s, as calculated using the Bloembergen-Purcell-Pound
theory (Bloembergen, Purcell, & Pound, 1948). Protons with 7. val-
ues higher than 5 x 1077 s are deemed immobile and belong in the
A fraction.

Transverse relaxation data were analysed with the following
model:

Iepma(t) = ZAJ' x exp (*Tia) (3)

where T»; are the relaxation times of the mobile populations and A;
is the intensity of the mobile populations (Meiboom & Gill, 1958).
To ensure the accuracy of the data treatment, spin-spin relaxation
decay curves were fitted using CONTIN (Provencher, 1982) and a
discrete method (Marquardt, 1963).

For the sake of clarity, three NMR parameters must be defined:
(i) Torp is the maximum value of T; when varying the temperature
of the measurement (T3 on top of the peak), (ii) Tr, is the transition
temperature for Ty, and (iii) Ty, is the transition temperature for
M, when is measured as a function of temperature.

Table 1

Molecular characteristics of AX and BG. Weight average molar mass (M), radius
of gyration (Rg), polydispersity index (1), intrinsic viscosity ([#]) and arabinose to
xylose ratio (Ara/Xyl).

Samples My x 10 (gmol-') Rg (nm) I [n](mL/g) Ara/Xyl
AX 2332 34 2.4 259.64 0.73
BG 283.5 31 15 331.2

3. Results and discussion
3.1. Structural and physicochemical characterizations

Table 1 shows the molar mass, the radius of gyration and the
intrinsic viscosity of AX and BG. While the average molecular
weights and intrinsic viscosities were similar, the polydispersity
index of AX was higher than that of BG. The protein contents of
AX and BG were 3.0% and 0.1%, respectively. In addition, AX con-
tained 0.16% ferulic acid esterified to the arabinose side chains.
The degree of substitution of the xylan backbone by arabinose
residues (AfXratio: 0.73) wasin the upper range of that observed for
wheat endosperm AX (Dervilly et al., 2000; Hoffmann, Roza, Maat,
Kamerling, & Vliegenthart, 1991; Izydorczyk & Biliaderis, 1995;
Rattan, Izydorczyk, & Biliaderis, 1994).

The majority of Araf residues were disubstituted xylose residues
(29.3% of the xylan backbone as estimated by liquid '"H NMR, not
shown), while monosubstituted and unsubstituted xyloses rep-
resented 14.4% and 56.3%, respectively, of the xylan backbone.
The relative proportion of disubstitution and monosubstitution of
the xylose residues in the xylan backbone reflect a non-random
process of the biosynthetic mechanisms favouring disubstitution
(Dervilly-Pinel, Tran, & Saulnier, 2004). However, the random or
non-random arrangement of substitution along the xylan chains
is not clearly established. Tentative structural models support an
irregular distribution of the arabinose substituents with possi-
ble blocks of contiguously unsubstituted Xylp (Fig. 1), and their
proportions and lengths vary according to the A/X ratio (Dervilly
et al., 2000; Izydorczyk & Biliaderis, 1994, 1995; Saulnier et al.,
2007). It has been shown that for low-substituted AX (A/X <0.3),
the regions of contiguous unsubstituted xylan chains poten-
tially interact together through hydrogen bonding and contribute
to crystallization between the xylan chains (Hoije, Sternemalm,
Heikkinen, Tenkanen, & Gatenholm, 2008). For highly substituted
AX, the arabinose side-chains prevent molecular interactions and
crystallization between the xylan chains (Hoije et al., 2008). In
our AX sample (A/X=0.73), regions of contiguous unsubstituted
xylose residues are not abundant which limits the hydrogen bond-
ing between 3-(1 — 4)-xylans in agreement with the amorphous
state of the films that was revealed by X-ray diffraction (results not
shown).

The 3-glucan chains comprised 3-0-(3-D-cellobiosyl-D-glucose
(trisaccharide unit, DP 3) and 3-O-B-p-cellotriosyl-D-glucose
(tetrasaccharide unit, DP 4) which accounted for 90-95% of the
total oligosaccharides, and longer oligosaccharides (DP5-6) which
accounted for 5-10% of the total (Fig. 2) (Wood et al., 1991, 1994).
Despite the non-random arrangement of the individual (1 — 3) and
(1— 4)-B-linkages, the cellotriosyl (G3), cellotetraosyl (G4), and
longer cello-oligomers were arranged in an essentially independent

—nKvlm—anIm—nxvln1—>4XvIpi—nxvlp1—>4Xvlp;—nxvIprnxvIpi—nxvIm—nxvlpi—nxgp1—>4Kvlp1—>

[\

Araf Araf

[\

Araf Araf

3
[ {
Araf FerA— g Araf

Fig. 1. Structure of arabinoxylans (Araf: arabinofuranose, Xylp: xylopyranose, FerA: ferulic acid).
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Cellotriose unit

1
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“JGICP1 > 4G|cp1—>- 4G|cp1—> 4GICP1

N Gicp; > (Glep >

Fig. 2. General molecular structure of 3-glucans (Glcp: glucose).

and random fashionin the B-glucan chains(Buliga, Brant, & Fincher,
1986; Staudte, Woodward, Fincher, & Stone, 1983). The G3/G4
molar ratio is a characteristic that distinguishes [3-glucans from
various sources (Cui et al., 2000; Izydorczyk et al., 1998a, 1998b;
Wood et al., 1991, 1994); the molar ratio of barley BG is usually
between 2.8 and 3.3 (Izydorczyk et al., 1998a, 1998b; Wood et al.,
1991, 1994). The X-ray diffractograms acquired for the BG films
were consistent with an amorphous state (results not shown), but
the G3/G4 molar ratio of around 3 suggests possible conformational
regularity in BG through hydrogen bonding between long blocks of
contiguous cellotriosyl fragments (Izawa, Kano, & Koshino, 1993).
This inter-chain interaction could affect the solubility of BG, but
did not give rise to stable crystalline structures as was supposed by
Tvaroska, Ogawa, Deslandes, and Marchessault (1983).

In addition to their different molecular structures, AX and BG
exhibit different physicochemical characteristics. The two first
columns of Table 2 indicate the water content and the glass transi-
tion temperature of AX and BG films prepared at different relative
humidities. The water content increased with increasing RH within
the AX and BG films. For RHs between 11 and 75%, the BG films con-
tained more water than the AX films; however, at an RH of 91%, the
tendency was inversed. The Ty of the AX and BG films decreased as
the water content increased due to the plasticising effect of water
(Roos & Karel, 1990; Van den Dries et al., 1998). The T values of
the AX and BG films were much higher than those of monosaccha-
rides such as glucose (Van den Dries, Besseling, Van Dusschoten,
Hemminga, & Van der Linden, 2000), disaccharides such as maltose
(Van den Dries et al., 1998), and oligosaccharides such as maltodex-
trin (Kilburn, Claude, Schweizer, Alam, & Ubbink, 2005) for the same
water content. However, they were similar to the value observed
for polysaccharides such as starch (Roudaut, Farhat, Poirier-Brulez,
& Champion, 2009). The T, values were higher for the BG films than
for the AX films when the water content was between 3 and 35%.

The molecular processes that contribute to the glass transition
temperature are currently the subject of intensive research and
debate. Whether the changes in thermodynamic properties (e.g.
specific heat and volume) that are seen during cooling (or reheat-
ing) are due to a real thermodynamic phase transition or are of
purely kinetic origin is a controversial issue, and no theory has
yet been proposed which accounts for all of the observed experi-
mental features. Several excellent reviews that describe the current
thinking in this field have been published (Ediger, Angell, & Nagel,
1996; Mansfield, 1993). Models based on statistical mechanical or
free-volume theories are the simplest and most widely invoked
and depend on molecular motion in relation to the medium viscos-

Table 2

ity. Therefore, the difference of the glass transition temperature
between the BG and AX films could be linked to the different
motions of the polymer chains. We studied the molecular mobil-
ity of water and polysaccharide protons in AX and BG films as a
function of water content and temperature using '"H NMR.

3.2. NMR analyses

The study of the free-induction decay (FID) observed for these
films indicated an oscillation (or a beat) of the NMR signal arising
from residual local orders within the films. This short-range organ-
isation induces strong dipolar interactions between protons which
are characterized by the second moment, M, (Aeberhardt et al.,
2007; Derbyshire et al., 2004; Kumagai et al., 2002; Partanen et al.,
2004; Van den Dries et al., 1998; Van den Dries, Van Dusschoten,
et al., 2000). This informs about the polysaccharide motions in
relation to the dipolar interactions between chains and the nano-
structure of the films.

M-, values should originate from two contributions: one cor-
responds to the intramolecular dipolar interactions which are
modulated by local proton mobility and their inter-distances
within molecules (within polysaccharide chains), and the other is
due to intermolecular dipolar interactions that are dependent on
the motion of the chains and the average distance between the
polysaccharide chains. These contributions were easily observed
in the FID signals recorded at 20°C for the AX and BG films (Fig. 3a
and b). The oscillations were observed at short times for the dried
samples (0% water). The sinusoidal pattern observed in the FIDs
has already been depicted in glassy oligosaccharides such as mal-
tose (Aeberhardt et al., 2007; Derbyshire et al., 2004; Van den
Dries et al., 1998; Van den Dries, Van Dusschoten, et al., 2000)
or starch (Kumagai et al., 2002; Partanen et al., 2004; Roudaut
et al., 2009). The fast decay of the signal was caused by the pro-
tons of the rigid phase (polysaccharides), whereas the slow decay
isrelated to the mobile protons of the liquid water phase (Abragam,
1961). As the water content of samples increased, the FID beat pat-
tern was less pronounced as a consequence of a decrease in the
number and/or strength of the dipolar interactions within the AX
and BG films (Fig. 3). At a higher water content, the small beat of
the FID signal for AX films disappeared while it remained for the
highly hydrated BG films. This observation emphasizes the different
hydration behaviour of AX as compared to BG films. This phe-
nomenon could result from: (i) a reduction of the proton density,
(ii) an increase of the proton distances, and/or (iii) an improvement
of the anisotropic mability of the polysaccharide chains which in

Values of water content (%), glass transition temperature (Tg), transition temperatures from M2 (Tw, ), transition temperatures from T2 (Tr, ) and corresponding Tz values

(Torp) for AX and BG films prepared at different RH.

RH (%) AX films BG films
Water content (%) Tg? (°C) Tu, (°C) Tr, (°C) Tzre (Ms) Water content (%) Tg? (°C) T, (°C) Tr, (°C) Tore (ms)
11% 3.50% >80 0 >80 nd 471% nd 0 >80 nd
59% 15.24% 82 nd 60 7.8 16.43% 101 nd 65 3.62
75% 17.82% 56 60 50 8.98 19.40% 71 nd 55 3.65
91% 34.17% -6 -5.60 20 12.05 28.86% 29 50 35 4.47

3 Tg (onset) determined from the 2nd heating run (at 3°C/min).
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Fig. 3. FID signal of AX (a) and BG (b) films with different water contents at 20°C.

the same time diffuse more rapidly. The source of this phenomenon,
which seems to vary from one polysaccharide type to another, can
be investigated by calculating the second moment values, M5, and
measuring the water spin-spin relaxation times, Ty, as a function
of the water content and temperature variations.

3.3. Second moment M5 of dipolar interactions

The fitting of Eq. (1) permitted the calculation of the second
moment, M,, values as a function of parameters a and b following

Eq. (2) (see Section 2). The results are compiled in Fig. 4 showing
the effects of both water content and temperature on M> within the
AX and BG films. M, evolved linearly with temperature as already
shown for the various carbohydrate materials and mixtures in their
glassy state (Derbyshire et al., 2004; Kumagai et al., 2002; Van den
Dries et al., 2000). At certain temperatures (referred to as Ty, ),
breaks in M> were observed with a consequent change in the lin-
ear slope of M, versus temperature. A comparison of the slopes
of the linear variation of M, versus temperature indicated changes
which depend on the structure of the polysaccharide as well as their
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glassy-rubbery transition. This observation is consistent with pub-
lished results which showed that the slope of M5 as a function of
(T-Tg) evolves with the type of oligosaccharide (Aeberhardt et al.,
2007). Dried films of AX and BG (0% water content) were charac-
terized by similarly high M; values (>8 x 10*% rad? s~2) and slopes
consistent with strong dipolar interactions between polysaccharide
protons potentially through hydrogen bonding without bridging
water molecules. Fig. 4 indicates that lower measured My values
correlated with higher water content. The decrease of M3 with an
increase in water content indicated a lower proton dipolar strength
or a lower proton density due to an increase in the mobility and/or
average distances of the polysaccharide protons (Van den Dries,
Van Dusschoten, et al., 2000). However, as the water content of
the samples increased, the intensity of the FID signal (A+B from

Eq. (1)) improved which is in support of the fact that proton den-
sity was higher for water than for polysaccharides (namely 2/18
for water, compared to 8/132 and 10/162 for AX and BG respec-
tively). Therefore, the impact of water on M5 could not be linked
to lower proton density. Moreover, at —40 °C below the Tg values
of the polysaccharide films, the intra-molecular contributions in
samples should remain constant regardless of the water content.
Therefore, the changes in the M3 values are related to variations
of the intermolecular interactions that are modulated only by the
average distances between the protons of the polysaccharides since
their proton mobility was extremely reduced. Thus, at —40°C, the
decrease of M; as a function of water content indicated higher aver-
age distances between the polysaccharide chains (Van den Dries,
Besseling, et al., 2000).
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Afterincreasing the water content within films to between 3 and
20%, few breaks of slope were observed below 0°C. A comparison
of the slopes of M5 versus temperature for the AX and BG films also
indicated few variations within the nature of the polysaccharides.
This observation indicates that below 0 °C the protons of the arabi-
nose residues were as immobile as the xylose and glucose protons.
The dipolar interactions were modulated only by the water content
which affected the average proton distances.

In order to more precisely investigate the variation of M, rel-
ative to the water content, it was possible to analyze the changes
of parameters a and b, which were estimated from Eq. (2). Fig. 5
shows the changes in parameters a and b with the water content
of the films at 20°C. Parameters a and b depend on the strength of
the dipolar interactions (Abragam, 1961) in solid samples and are
related to one another through molecular structures and molecu-
lar assemblies (non-random molecular motions) (Derbyshire et al.,
2004). The spin-spin relaxation, T,q, of the low-mobility phase is
proportional to a following the relation To; = 4/2/a in which a
is characteristic of the energy involved in the average interaction
between protons (i.e. the protons of the OH and CH moieties of the
polysaccharide molecules), whereas b depends on both the number
of interactions and the distance between these dipoles (Abragam,
1961).

The calculation of T, at 20°C gave values varying from 25.3
to 31.6 ws, which are close to the values obtained for different
oligosaccharides at various hydration levels (Aeberhardt et al.,
2007). This result suggests that, under certain thermal conditions,
T21 can be considered to be independent of the nature of the
oligosaccharides. Indeed, as shown in Fig. 5, b decreased linearly
as the water content increased, whereas a remained relatively con-
stant except for AX films with a water content >35% for which a
began to decrease, which was confirmed at higher temperatures
(not shown). Therefore, as long as the temperature was lower than
the Tg of the polysaccharide films, the motion of the polysaccha-
ride protons was reduced and a remained constant regardless of
the hydration level assuming no effect of water on this parame-
ter (i.e. no ‘solid water’). However, given that the addition of water
increased the mobility of the solid phase protons (i.e. the protons
of the CH and OH moieties of the polysaccharides) above the Tg

presumably by increasing the proton exchange frequency, a higher
relaxation time of these protons, i.e. a decrease in a, should have
been observed as the water content was increased. The decay time,
b, decreased with increasing water content and, at a very high
hydration level, the damped oscillations characteristic of the solid
phase disappeared, as seen in Fig. 3a and b. At a high water content,
the molecular motions became so important that the intermolec-
ular interactions average giving rise to the loss of ‘non random’
structures (Abragam, 1961). A comparison between the two kinds
of films indicated that the values of b were higher for BG films
with a less pronounced decrease when water content increased.
These results were confirmed by the variations of M5 at tempera-
ture below 50°C, as seen in Fig. 4. For water contents between 3
and 20% (RH=11-75) and temperatures varying from 0 to 50°C
(therefore, below Tg) few changes in the slopes were noted for
films made using the same polysaccharide. Nevertheless, the M,
values of the BG films were higher and the slopes weaker as com-
pared to those of the AX films. These results are consistent with the
measured Tg values which were higher for the BG films and must
be connected with stronger dipolar interactions between protons
due to the shorter average distances between the protons of the
polysaccharide chains within the BG films. Therefore, for samples
below 50 °C with low water content, changes in M- can be related to
the differences in the motion of the polysaccharide protons and/or
their average distancesin relation with: (i) the chemical structure of
the polysaccharides, and (ii) the assemblies of the polysaccharides
within films.

In AX and BG, the xylose and glucose residues are attached
through two glycosidic bonds per residue (except for the reduc-
ing ends) while the arabinose residues are attached to the linear
backbone by a single linkage per residue. Therefore, the xXylose and
glucose residues should be less mobile than the arabinose residues,
thereby inducing a larger average mobility of the ring protons of
arabinose in AX films. Moreover, the interproton distance gap can
be explained by the polysaccharide structure (Figs. 1 and 2). Com-
pared to the smooth chains of BG, AX features branched polymers
of xylose that contain 73% arabinose substituents of which 14.6%
of them are bound to xylose residues in position O-3 and 29.3% in
position 0-3 and 0-2 (as determined by high-field "H NMR). The
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steric hindrance of the arabinose branch points explains the larger
interproton distances, which could enlarge as the temperature is
increased.

Comparison of the breaks in My (Ty, in Table 2) indicated that,
in the rubbery state, the protons of the polysaccharides (exchange-
able and non-exchangeable) as well as the polysaccharide chains
become very mobile which induces the melting of the hydrogen-
bond network and then a significant decrease in M>. However, in
the glass state, some differences in the Ty, values and the transi-
tion temperatures determined by DSC were observed. A transition
temperature of around 0°C was measured for the samples with
low hydration (RH=11%) while the T¢ could not be determined for
this hydration state and was assumed to be higher than 100°C.
This transition could originate from the ice melting which would
contribute to the intermolecular dipolar interactions. This hypoth-
esis is surprising considering that the hydration level of these films
is <5%. Moreover, Fig. 6 shows the ratios of the mobile (B) and
immobile (A) proton fractions, which were determined using Eq.
(1), as a function of temperature within the films for water con-
tents between 3 and 35%. There was no evidence of an increase in
B/A between —40°C and 0°C regardless of the water content of the
films. The transition temperature at 0°C may be due to a loosening
of the intra-molecular dipolar interactions between the protons of
the polysaccharides above 0°C. The measurement of this transition
using low-field NMR when no such transition was detectable by
DSC can be explained by the different time scale of the measure-
ments: the rate of temperature change in DSC corresponds with
a glass-transition time scale of seconds while NMR measures the
motion of polysaccharides with correlation times on the microsec-
ond scale. Other breaks in the slope of M5 versus temperature were
observed for higher water contents. A transition was estimated at
around 60°C for AX films prepared at RH=75%, which is close to
the Ty value of 56 °C determined by DSC. This transition was also
present for AX films prepared at RH=91% in addition to a transition
at around —5°C, which is also close to the T, value of —6°C deter-
mined for this film. The presence of the second transition around
60°C, which is close to the Ty for AX films prepared at RH=75%,
may originate from a hydration heterogeneity or a dehydration of
the AX films prepared at RH=91%. The Ty, of BG films with a water
content of 28.9% (RH=91%) was estimated to be 50°C, which is
21°Chigher than the T value. As for the AX films, either the hydra-

tion of the films was not homogeneous or another phenomenon
resulted in the transition at a higher temperature. Van den Dries,
Besseling, et al.(2000) have explained that this additional transition
is caused by an abrupt decrease in viscosity above the Ty due to col-
lapse phenomenon. This phenomenon has been observed by DSC,
light scattering, and viscosity measurements for very high molecu-
lar weight polymers at very low concentrations (Roos & Karel, 1990;
Roos, 2002; Sato, Sakurai, Norisuye, & Fujita, 1983). The collapse
transition is generally considered to be a rearrangement through
the intramolecular hydrogen bonds of the polymer chains from an
open coil to a compact ball either due to lower temperatures or
deterioration in the solvent quality.

3.4. Water relaxation time T»

Measurements of spin-spin relaxation times, T, of the water
protons within films were carried out as a function of temperature.
As shown in Fig. 7, the T, values increased from —40°C to a maxi-
mum value (on top of the peak noted Tp) at a temperature of Tr,
which varies depending on the composition and hydration state of
the films (Table 2). For temperatures above Tr,, a decrease in T, was
observed. This decrease could be explained by Gottwald, Creamer,
Hubbard, and Callaghan (2005); (i) additional molecular diffusion
processes of water, (ii) averaging due to additional rapid motions
of the polysaccharide protons, or (iii) averaging due to rapid chem-
ical exchanges of water molecules between a free state and being
bound to the hydroxyl groups of the polysaccharides (the so-called
fluctuations of the Larmor frequencies).

The T, values for the AX and BG films (see Table 2) were sim-
ilar at a low water content (<5%) while the AX films displayed
higher T, values than the BG films at water contents between 15
and 35%, which suggests that the rotational mobility and exchange
of water were slower in the BG films. In the present work, the
systems have to be considered relative to the glassy and rubbery
states of the polysaccharide-constituting films (determined by the
transition temperature Tg) as well as to the frequency of the water
exchanges which depend not only on the temperature but also on
the microporosity of the films.

Considering the results gathered in Fig. 7 and Table 2, the first
observation is that the T, values increased as the temperature rose
up to T, . This phenomenon s easily explained by the decrease of Tc
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when the temperature increases, which occurs concomitantly with
a decrease in the proton dipolar interactions since the frequency
of proton exchange rises. The second result is that the Ty values
increased with the water content in the AX films (see values of
Torp in Table 2); however, this is dependent on the nature of the
polysaccharide since few variations of T were observed within the
BG films. The BG films had lower T3 values than those of the AX
films, which is consistent with faster proton exchange between the
bulky and solid phases of the BG films in relation to the smaller
global nanoporosity within the BG films.

For water contents between 15 and 35%, the Tr, values were
greater for BG than for AX which is in agreement with the differ-
ences observed for Ty and Ty, (Table 2). The higher temperatures
of transition and lower T3 values are consistent with the stronger
dipolar interactions of the protons in the polymers of the BG films
due to the smaller chain inter-distance in the BG films as opposed to
the AX films which is related to the respectively linear and branched
structures of the two polymers, as was previously explained (see
M3 variations).

However, for both polymers the Tr, values were lower than the
Tg and Ty, values for water contents between 15 and 20%, while
abave 20%, the Tr, values were higher than Tg. These observations
suggest complex and concomitant phenomena influencing the T
values.

In order to better understand the mechanisms governing To,
ratios of the mobile (B) and immobile (A) proton fractions (as deter-
mined using Eq. (1)) were plotted as a function of temperature
for water contents between 15 and 35% (Fig. 6). The B/A ratio was
nearly constant above 0°C and up to 20°C regardless of the water
content. However, for higher water contents (RH=91%), an increase
in the B/A ratio was observed at 10°C and 40 °C for the AX and BG
films, respectively, which are very close to the Ty values observed
for the two polymers (Table 2). This result shows that above Ty
the motion of the polysaccharide chains in the rubbery state was
sa high that it influenced the mobile/immobile proton ratio and
the measured T,. This agrees with the decrease in the values of
parameter a (calculated from Eq. (1)) measured for the films pre-
pared at an RH of 91% (see M, determination). As a consequence,
the apparent T, values should decrease significantly due to the
combined contribution of motions from water and polysaccharide

chains (Zimmerman & Brittin, 1957). This phenomenon has been
proposed for models of relaxation under slow exchange between
two sites with two different relaxation rates, 1/T2 (Zimmerman &
Brittin, 1957).

However, for the samples at RH=91%, the transition tempera-
tures,Tr,, estimated in Fig. 7 were 6-26 °C higher than the Tg, as was
previously observed for Ty, (see above). As already pointed out, a
collapse phenomenon could induce a higher transition temperature
as a consequence of intramolecular interactions that lower viscos-
ity (Roos & Karel, 1990; Roas, 2002; Sato et al.,, 1983). Beyond this
transition temperature, intra-maolecular (or intra-chain) hydrogen
bondsdisrupt the induction of higher motions of the polysaccharide
chains which then contribute to the mobile fraction causing B/A to
increase, For samples with lower water content, the B/A increase
should have occurred at temperatures exceeding 55 °C which was
difficult to observe since the experiments were carried out only up
to 80°C (Figs. 6 and 7).

For samples with water contents below 20%, a transition tem-
perature, Ty, lower than the T was observed (Table 2). In this case,
the Ty transition cannot be explained only by the additional con-
tribution of motion from the polysaccharide protons. Below the Tg
of the films, the mobile fraction that contributes to T is thought
to consist only of water protons with each of them being either
bound to the polysaccharides through hydrogen bonds or free at
high water content (Van den Dries et al., 1998). By increasing the
water content within the films, the hydrogen bond stretches and
the assembly properties of the polysaccharides weaken while the
exchange of water molecules is favoured (Aeberhardt et al., 2007).
Therefore, dipolar interactions between water and the hydroxyl
groups of the polysaccharides are reduced and the rotational mobil-
ity of water is increased. As mentioned by Aeberhardt et al. (2007),
the lifetime of a hydrogen bond is approximately as long as the
transportation time of the water molecule from one hydrogen-
bond acceptor site to another due to the proximity of other free
acceptor sites in the glass state (below Tg). The probability that
water is in a free state is therefore reduced in samples with low
water content in a glassy state and diffusion should have no impact
on the T; evolution.

Variation of the echo time in the CPMG experiment revealed
no sigmoidal dispersion of 1/T; relative to echo time (results not
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shown) indicating in a first approximation that diffusion or chemi-
cal exchange had no influence on the Tz measurements at 20 MHz.
However, Hills, Wright, and Belton (1989) have used model systems
(Sephadex beads) to show that combined diffusive and chemi-
cal exchanges can occur simultaneously. For some exchange rate,
there is a timescale separation between the slow diffusive and fast
chemical exchange processes (or the contrary) and therefore 1/T3
becomes constant against the echo time of CPMG (see Fig. 6 in Hills
et al. (1989)). Further works involving measurements at a higher
field could help to discriminate these processes by highlighting an
eventual Larmor frequency dispersion.

Nevertheless, as the frequency of exchange rises with temper-
ature, the probability that more than one water molecule is bound
to one hydroxyl group at a given time increases. The maximum
number of water molecules per hydroxyl group is close to 2 since
the oxygen and hydrogen atoms of the hydroxyl groups can gen-
erate hydrogen bonds (Aeberhardt, de Saint Laumer, Bouquerand,
& Normand, 2005). This probability is independent of the molecu-
lar weight of the oligosaccharide. An estimation of the number of
water molecules per hydroxyl group can be done by calculating the
number of exchangeable protons in the polysaccharides (ngy) and
water (ny) in each of the samples using the following equations
(Aeberhardt et al., 2007):

2
ny = ﬁﬁ)w (4)
P
oy = 5 (1 - @) (5)
2

where Py/P; corresponds to the proton density of the polysaccha-
rides (8/132 for AX and 10/162 for BG) and @y, is the weight fraction
of water.

The amplitude of the FID signals is propaortional to the proton
density according to the following equations:

A= ks noy (6)
B=kg-ny (7)

where A and B correspond to the amplitude of the signal from the
solid and liquid protons, respectively (previously determined fit-
ting equation 1), k4 and kg are proportionality constants and nog
and ny are the number of protons in the oligosaccharides and water,
respectively.

ka and kg can be calculated at 20 °C if the water content is known
(determined by sorption). These constants are directly linked to
the energy absorbed by protons during the excitation of the solid
and liquid protons and represent the average excitation state of the
solid and liquid protons. If more than one water molecule binds to
one hydroxyl group, there is equivalence in the bond energy and
the water molecules are indistinguishable (Aeberhardt etal., 2007).

The kg values calculated at 20 °C were 92 and 85 mA g mol~! for
AX and BG, respectively. These results are in agreement with the
values determined for different oligosaccharides of DP, between
7 and 46 (Aeberhardt et al., 2007). The ks values were twice the
values of kg at 197 and 175 mA g mol~! for AX and BG, respectively.
The high value of k4 compared to kg probably reflects the very high
proton exchangeability of the hydroxyl group of polysaccharides,
which can bind two water molecules, as indicated by the ka[kp ratio
of 2. Therefore, at room temperature the apparent Tz decrease isdue
to the reduced mobility of the water molecules that exhibit a higher
probability to bind to the hydroxyl groups of the polysaccharide. At
80°C, the k4 and kg values were similar at around 82 mA g mol-1,
which suggests that only one water molecule binds to a hydroxyl
group at high temperatures.

4. Conclusions

Our results point out the contribution of low-field NMR spec-
troscopy to the study of the mobility of polymer chains and their
interactions with water in polysaccharide films. The transition tem-
peratures measured by NMR, which is sensitive to high frequency
motions, correlated well with the Ty values measured by DSC.
Complementary mechanisms were emphasized, involving both the
mobility of the polysaccharide chains below and above the glass
transition temperature and the mobility of water molecules under
the control of the frequency of exchange with hydroxyl groups
of the polysaccharides. The results are consistent with stronger
dipolar interactions between the protons in the BG films due to
the shorter average distances between the linear chains of BG
compared to the highly substituted chains of AX. BG chains are sup-
posed to form a more compact structure with smaller nanopores
than AX, which induces slower water mobility and kinetics of
exchange. The different hydration properties observed for AX and
BG films are of major importance in the context of the desicca-
tion process for cereal grains. In addition to the heterogeneity of
composition (AX/BG ratio), various structures of AX (A/X ratio)
were also observed in endosperm tissues, but the impact of this
compositional and structural heterogeneity on interactions with
water or BG is unknown. NMR investigations as well as mechani-
cal studies of films formulated with various amounts of BG and AX
exhibiting different structural features are in progress in order to
better understand their respective role in water transport in cereal
grain.
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Etude des propriétés d’hydratation et mécaniques de

films mono-moléculaires
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Résumé

Les films mono-moléculaires réalisés avec des AXdifi@rents taux de substitution et des
BG, ont été caractérisés a differentes teneurs an en utilisant et comparant quatre
méthodes : la RMN bas champ, les isothermes ddi@oret de diffusion (Diffusion Vapor

Sorption), la microscopie (MEB) et des mesures depnetés mécaniques (Analyseur

Mécanique Dynamique Thermique).

Les observations par microscopie électronique aylgle (MEB) permettent de confirmer que
les films d’AX et de BG ne présentent pas de maarosire (a I'échelle des microns)

permettant une diffusion de I'eau dans des macespdra mobilité de 'eau mesurée par
RMN bas champ est liée a des phénoménes d’échengresde I'eau associée aux fonctions
hydroxyle des polysaccharides et I'eau libre dags micropores a I'échelle des nanometres.
Les propriétés mécaniques des films d’AX et de B é&é mesurées. Elles varient en
fonction de la structure des polysaccharides, desleteractions et de la nanostructure des

films en lien avec les résultats des mesures gpaviRMN.

Les films de BG présentent une extensibilité beapqaus élevée (déformation ultime) que
les films d’AX. La résistance (stress ultime) ektensibilité des films d’AX diminuent avec

laugmentation du taux A/X. La résistance et I'egiieilité des films d’AX de bas degré de
substitution sont plus importantes que celles des fd’AX de haut degré de substitution en
lien avec une interaction plus importante entredleaines d’AX (mesurée par RMN). Les
films d’AX de bas degré de substitution et ceuxBie présentent une résistance similaire,
alors que I'extensibilité des films de BG est pinmportante ce qui confirme des différences

de nanostructure entre les films d’AX et de BG.

102



Partie Il Chapitre 3
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Abstract

Arabinoxylans (AXs) and (-3)(1—4)-3-D-glucans (BGs) are the main components of the
cell walls in wheat endosperm but the relative omnce of these two polysaccharides
constituents and the fine structure of the AXsighly variable during the grain development.
The impact of the polymer structure and organiratio the cell wall properties, in particular
hydration properties are not clearly understoodweieer, cells walls act as barrier for water
diffusion and contribute to regulate the water eantof the grain. Effective moisture
diffusivities Des) of AX and BG films were determined from 0 to 95®ative humidity
(RH) at 20°C.Des was influenced by the water content, and the paigisaride composition
and structure. HigheDe were obtained for films made with highly subseait AXs
compared to values obtained for films made with B&Rwly substituted AXs. In agreement
with dipolar interactions and water, Telaxation times measured by TD-NMR, the highly
branched AX films were supposed to be organizeth siscthe nano-porosity of films were
higher, favoring the water diffusivity within filmsResults from traction tests showed
significant different mechanical properties betwdlem AX and BG films. BG films exhibit
much higher extensibility (ultimate strain) than Afms. Strength (ultimate stress) and
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extensibility of AX films decrease with increasiagabinose to xylose ratio. Our results show
that the water diffusion and the mechanical propemf AX and BG films can be linked to
the polysaccharide chains interactions which maddutze nanostructure of films.

Keywords: Arabinoxylans 3-glucans ; polysaccharide films ; effective moistdiffusivity ;

Cell walls ; NMR ; mechanical properties.

Introduction:

The cell walls of cereal endosperm account for 0.0204 g/g dry weight basis (d.b) of this
tissue and have a significant effect on wheat guaes (milling, bread-making, and brewing),
in animal feeding or in human nutritioh.In wheat endosperm, arabinoxylans (AXs) and
(1—3)(1—4)B-D-glucans (BGs) are the main components of theals.

The structure of AXs is a linear backbone of—@)-linked [3-D-xylopyranosyl (Xylp)
residues to whiclfi-L-arabinofuranosyl (Araf) substituents are attachierough O-3 (mono-
substitution and / or O-2 in addition ferulic acsdesterified to few arabinosyl substituents via
O-5. Variations in the structure of AXs that affetihe overall arabinose substitution and the
proportion of mono- and di-substitution levels aleserved. These structural variations are
roughly described by the arabinose to xylose 1@iX) that may varies from 0.3 up to 4.
(1—3)(1—4)-B-D-glucans extracted from wheat or barley, commdaipwn asp-glucans,
are linear homopolymers of D-glucopyranosyl ressdlieked mostly via two or three
consecutivep-(1-4) linkages that are separated by a sififid—3) linkage.* * Longer
segments of consecutiveBr(1—4) linked Glcp residues represent less than 10%hef
molecule and are mainly constituted by oligomerthwai degree of polymerization (DP) of 5
and 6. There is no current evidence that two orenamjacenf-(1-3) linkages occur in the
BG chains?

Dramatic changes occur in endosperm cell wall caitiom with respect to both the relative
occurrence of individual constituents (AXs and BG@s)d the fine structure of the AXs
according to grain development and localization cefl walls within grain.®*? The
relationships between structural variation of padysisuch as the level of substitution of AXs
by arabinose side and cell wall properties areemptained and the biological significance of
this structural diversity is not understood.

During its development wheat grain undergoes dranchtanges in water content. Cell walls
act as barrier for water diffusion and during desimn, the grain’s water content decreases
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from 0.40 g/g d.b down to 0.12 — 0.14 g/g d.b. €fae, the changes in cell wall polymer
structure observed during the grain developmentaiticin the grain tissue could possibly
modulate the cell wall hydration properties thattabute to regulate the water content of the
grain. In this context, we have prepared films &fsfor BGs and used them as a rough model
of endosperm cell walls in order to study the gassimpact of the fine structure of the
polymers on the hydration properties of cell walls.

Water-extractable AXs with high, middle and low ééwf substitution by arabinose were
isolated to prepare AX and BG films in controllednditions. The impact of the polymer
structure on water diffusivity and mobility in tifiems were then studied using dynamic vapor
sorption (DVS) and TD-NMR spectroscopy. The mectanproperties of AX and BG films
were also determined using traction tests at kaatiumidity values ranging from 59% to
91% at 25 °C.

Materials and Methods

Materials

Water-extractable arabinoxylans were prepared laglagt ethanol precipitation from wheat
flour water extract, as described by Dervilly-Pieglal. (2000)* Three pure AX fractions
exhibiting contrasted arabinose to xylose ratiofX(A.33, 0.53 and 0.73) were isolated at
three graded ethanol (30%, 50%, 60%; v/v) and deedurther experiments. For clarity,
these samples were encoded AX33, AX53 and AX73.eWslublep-glucans from barley
(medium viscosity, Purity > 97%) were purchasedmnfrMegazyme and are named BG
thereafter.

Chemical and physicochemical analyses

The method of Englyst and Cummings was used tormete the monosaccharide
composition.** * Ferulic acid content in AXs was determined by Upkeatroscopy as
described by Saulnier et al. (199§) Weight average molecular weightl(), and intrinsic
viscosity (]) were determined using high-performance size wesich chromatography
(HPSEC) as described by Ying et al. (2011).

Film preparation and characterization

AXs and BGs were dissolved in water (20 mg/mL) &nmil of polysaccharide solution was
poured into polystyrene Petri dishes (& 5 cm). Thratri dishes were put in a climate room
at 40 °C and 40% relative humidity (RH) for 3 dags, described by Ying et al. (201¥)
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Reflectance spectroscopy (SPECORD S600) was usddtéomine film thickness at 20°C
and 40% RH'®

Microstructure of films

Films were observed at room temperature (around@0and around 40% RH using an
scanning electron microscope (SEM-Zeiss EWA10) working at 15 kV, 30 Pa for
examination of film surface or 5 kV, 4.63 x4 @a for examination of transverse section of
film. The film surface were also investigated bypraic force microscopy (AFM) using an
Autoprobe CP Park Scientific Instrument (Sunnyv@la). AFM images were recorded in the
intermittent contact mode using beam-shaped phaospbkaloped silicium cantilevers (Veeco
Probes, CA) with a quoted spring less than 50 Nhu that were excited at a frequency
proximate to a resonant frequency of around 280 .K&mple surfaces were scanned with
the probe at a scanning frequency of 1 Hz. Eachplamvas investigated at least in five
different areas with different magnifications. Sdespwere observed at room temperature
(around 20°C) and around 40% RH. The root meanrs(i®rMS) roughness (R) was defined

as follows:
N —
. \/Zm(zn -2
N-1

where Z is the average of the z values (height) withinglven area, zis the current z value,

(Equation 1)

and N is the number of data points within the giaeza.

Water Sorption isotherm and effective diffusivity using DVS

A controlled atmosphere microbalance DVS apparéBusface Measurement System Ltd.,
London, UK) was used to determine the water songtiaetic of AX and BG films at 20 °C
in RH ranging from 10% to 95%. Duplicate experingewere carried out for all samples, as
described by Ying et al. (2011Y.

Sorption isotherms were fitted by the Brunauer-Emtieller (BET) and the Guggenheim-
Anderson-de Boer (GAB) models. The BET model (Equé) is commonly used to model
sorption isotherms up to 50% RH while GAB (Equat®)rhas been used for the modelling up
to 80% RH. The parameters used in both models, asiBlseT, Mycas Cset, Coas aNdKegag,
provide information related to the monolayer vadunel the sorption energies involved during

the sorption proces$’#

Moger CBET pl
M :(1—i)(1—i+c;3ET ) (Equation 2)
Po Po Po
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M in BET model (equation 2) is the moisture conté&it dry weight basis, d.b)yroser
monolayer value (% d.b¥get, a temperature dependent constant (related toghéeat of
sorption at the monolayer), apdg, the water vapor partial pressure or relative hummiat

thermodynamic equilibrium.

p
Mocas Ceas Kaas N

M = @) (1-K 2+Core K 2) (Equation 3
Po Po Po

M in GAB model (equation 3) is the moisture contéXt d.b), mycag monolayer value (%
d.b), Cecas @ constant related to the energy associated tbititeng of the sorbant molecules
at the monolayerKgag related to the heat of sorption at the multilayserd p/py the water
vapor partial pressure or relative humidity at thedynamic equilibrium.
Models for moisture transport and for sorption h&stn were simulated using MATLAB
software (The Mathworks Inc, Natick, Mass., U.S.AThe GAB and BET equations
parameters and the moisture diffusivity values wdemntified using Levenberg Marquardt
method from experimental sorption kinetics by miizimg the root mean square of the
deviations between simulated and experimental teaslfollows?®

RMSE= M (Equation 4)

(N-p)

wherey is the vector of the predicted values (g/g d.h.ls the vector of the experimental
values (g/g d.b.)N is the number of terms in the predicted or expental vector, ang the
number of estimated parameters.
Effective water diffusitivity Dess was determined according to the Fick’s second #aa
samples were considered as a plane sheet of hoemgethickness with a diameter of 10
mm as described by Ying et al. (2011)Thus moisture transfer was only considered in the
axial direction. The origin of the x-axis is considd at the interface between the air flux and
the film surface. The thickness of the film at difnt RH was corrected according to

moisture content of the films using Equation 5.
MX
L=L; +—— (Equation 5)
o

WherelL is the thickness at given RHy the thickness of the film at RH=0%,the moisture
content (g/g dry basisM is the mass of the film, the intrinsic water density the surface of
the film.

The effective moisture diffusivity was determinesing Fick’s second law:
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"X (x1) | _ aX (x,1)
eff X2 - ot (Equation 6)

WhereX is the moisture content (g/g d.les is the effective moisture diffusivity in the film
for a given relative humidityt is time (s), andx is distance from the interface, that
corresponds to the vertical direction in our expenits as described by Ying et al. (2011).
NMR Spectroscopy.

'H NMR measurements were performed using a low-fglectrometer (Minispec BRUKER,
GERMANY) operating at a resonance frequency of 20zMTwo types of pulse sequences
were used. Proton free induction decays (FID) dwedGarr—Purcell-Meiboom-Gill (CPMG)
pulse sequencé® as described by Ying et al. (201%9.

The second momeril, values were calculated from the broad part of kKli2 curve that
arose from protons of the solid fraction. As poihteut by Abragam (1961f> the NMR
spectrum of these protons is well represented loprabination of a sinus function and a

Gaussian broadening following the equation 7 :

a’.t* |sinbt t
| p (1) = Aexp| — 5 ot + Bexp(—_l_*
2

) (Equation 7)

In this equation, the parameteksand B represent the contributions of the immobile and
mobile protons in the sample, respectively. The NEpectrum of the immobile proton
fraction is assumed to be a rectangular line shape a total width2b, convoluted with a
Gaussian line shape with a standard deviation gbyeiparametea. The second moment,
which is a measure of the strength of the hydrageipolar interactions, is calculated from

the fit parametera andb by the following equation 8:

_2,.1.2
M, =a +§b (Equation 8)
Transverse relaxation timie were determined using the following mod&ss described in
Ying et al (2011)>:
L t
lcpma(t) = Z A % eXp(_T_) (Equation 9)
i=1 2i

Where T, is the relaxation times of the mobile populatiams A; is the intensity of the

mobile populations?*
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Mechanical tests
Mechanical tests were performed on AX and BG filmeig a Dynamic Mechanical Thermal
Analyser DMTA Mk Il (Rheometrics Inc., PiscatawalyJSA). Humidity control was
achieved according to the principle of water vagaturation at different temperatures. The
humidity of samples was controlled with air thatswaubbled through water at controlled
temperature and that was flushed on the furnace tdmperature of the sample chamber was
set at 25 £+ 1°C. Films samples were cut at therggslimensions (L = 20mm, | = 2.5mm) in
the circular film from the petri dishes taking irdocount the geometry in order to avoid any
orientation. Then there were stored for 3 days5afQ@ at constant relative humidity using
saturated salt solutions (NaBr (59%), NaCl (75%y BaC} (91%)). Their thickness (22m)
was measured by reflectance spectroscopy and #sskhomogeneity within a series was
checked by sample weight. Samples were fixed iwghaith a gap of 10 mm using a torque
wrench (10 cNm). Sample equilibration was followsda time sweep test at imposed strain
(0.1%), (frequency = 10 rad's The sample equilibration was assessed by thslistaof
elastic modulusH). Uniaxial tensile tests were performed at a straite of 0.001 Suntil
rupture. Stress-strain curves were calculated ffonse-displacement measurements and
several rheological parameters were determined:

Oela. Maximum value of the stress in the elastic behayi(N/mnf);

Omax the ultimate stress, or stress to fracture (N/nm

&la the elastic strain correspondingdg;

&max =: the ultimate strain, or strain to fracture;

E =: the Young modulus, i.e. the slope of the etaséirt of the curve (N/mfy

W: the total mechanical energy needed to breakaheke (J/mm).
The energy to fractura\)) was determined from the stress—strain curves,cangsponds to
the area under the curves.
The tests in which the samples broke close to ldmapms were rejected, to exclude data from
samples that might have been damaged during clgmBiesults were taken as the average of
at least 6 test$!" %
In order to clearly assess the elastic vs plagiabior, we used also another mechanical test

of loading, unloading cycles at constant straie (8t001 3).
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Results

Polymer and film characterization

AXs and BGs were characterized for their neutrgbsicomposition, molar mass and intrinsic
viscosity (Table 1). Depending on the degree ofsstution and monomer composition the
molar mass of the polymer varied between 180 afdkZBbut the intrinsic viscosities of the
four polymers were in a similar range (260-330 rij.-gAX and BG films obtained by
casting had homogeneous thickness |(#2 as revealed by scanning electron microscopy
(SEM) (Figure l1la and 1b) and AFM (Figure 2) obstove revealing a flat and
homogeneous surface with very low roughness valRest mean square < 20 nm). Films

were very compact, micropores or phase separatiold ©iot be detected.

AX33 AX53 AX73 BG
Structural features A/X? 0.33 0.53 0.73
Ferulic acid % 0.23% 0.07% 0.16% 0.00%
Xylu/Xylm/Xyld %  76/15/9 68/11/21 56/15/29
Physico-chemical M, (g/mol) x 10° 177.0 196.9 233.2 283.5
features [n]° (mL/g) 295.6 284.8 259.6 331.2

Table 1. Molecular characteristics of arabinoxylans (AX) andp-glucans (BG).Arabinose
to xylose ratios (A/X); Weight average molar malkyf; Intrinsic viscosity (f]). AX33:
arabinoxylan (arabinose to xylose ratio: 0.33); @X&rabinoxylan (arabinose to xylose ratio:

0.53); AX73: arabinoxylan (arabinose to xyloseaal.73).

Results obtained from duplicates : a: coefficieatsvariation < 4%; b: coefficients of

variation < 2%;: c: coefficients of variation < 5%.

Xylu: Un-substituted xylopyranose residue ;Xylm:I&se residue mono-substituted via O-3
with arabinose;Xyld: Xylose residue di-substituteal O-3 and O-2 with arabinose residues.
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Figure 1. SEM images of an AX53 (arabinose to xylose ratio:.83) film (thickness = 22
pum) at 20 °C.

a: Image of the surface of the film (RH = 40%)

b: Image of the transverse section of the film

2D image of a film of arabinoxylan 3D image of a film of arabinoxylan

Figure 2. AFM Images of an AX53 film(arabinose to xylose ratio: 0.53; thickness .85
at 20 °C, RH = 40%.
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Moisture sorption isotherms

The moisture sorption isotherms of the films westednined at 20 °C using a DVS apparatus
with RH ranging from 0 to 95% (Figure 3). The watentent (based on the percentage of dry
mass) measured in AX films according to RH was gneament with the results found in
literature®®*~ Moisture sorption isotherms of these films maaenf polysaccharides have a
classical sigmoidal shape that can be describetdrim of three-step moisture adsorption
process (Figure 3). In the RH range of 10 % to 80%,BG film adsorbethore water than
the AX film. The behavior of the three AX films wagry close but the AX33 adsorbed
slightly more water than AX53 and AX73. Above RH8there was an exponential increase
in water sorption and an inversion in the behawabthe different films, AX53 and AX73
exhibiting a higher water uptake than AX33 and B&d. Zhang et al (2011) have reported
the same trend with AX hydration, however the watentent of AX films above RH 80%
(around 0.6 - 0.7 g/g d.b at RH = 90%) were muafhéi compared to our resulfs. The
GAB and BET model were used to fit the sorptiortheoms and results are given in Table 2.
The RMSEvalues obtained on applying the two models wefe003, showing accurate fits.
The monolayer values given by GAB modebéas) were 0.08 - 0.10 g/g d.b for the AX and
BG films. Similar values are reported in the litera for films made of starcfi* Monolayer
(mogeT) values calculated from the BET model were lowéhwalues from 0.065 g/g d.b to
0.074 g/g d.b (Table 2). Regardless of the fitjongcedure, the samples are classified in the
same way with higher monolayer values for BG and38Xilms compared to AX53 and
AX73 films. The values of Exg et Gser Were higher within BG films*
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Figure 3. Moisture sorption isotherm at 20 °C of aabinoxylan and (-glucan films

(thickness = 22um) : experimental data [filled cubgs:glucan film, open cubes: AX33 film

(arabinose to xylose ratio: 0.33); open diamonds52&film (arabinose to xylose ratio: 0.53);

open triangles: AX73 film (arabinose to xylose oatd.73)]. (vertical bars standing for the

experimental error are too weak to be visible agraph).

GAB (modelled up to 80% RH)

BET (modelled up to 50%RH)

Monolayer
(Mo cas) (% d.b)
AX33 10.2+ 0.8
AX53 8.1+£0.1
AX73 8.5£0.2
BG 10.0+£ 0.3

Ceas Keas
52+11 0.76x0.02
5.8£0.2 0.81+0.00
6.9+£0.8 0.79+£0.00
76+0.6 0.76+x0.01

RMSE Monolayer (g Cger
ser) (%0db)

0.001 7.2+0.2 6.9+1.4
0.002 6.5+0.1 6.6+0.1
0.001 6.5+0.1 89+1.1
0.001 7.4+0.1 10.6£ 0.9

RMSE

0.002
0.002
0.002
0.002

Table.2 GAB and BET values for arabinoxylan (AX) am B-glucan (BG) films and the

root mean square error (RMSE). RH: relative hurpiditX33: arabinoxylan (arabinose to

xylose ratio: 0.33); AX53: arabinoxylan (arabindsexylose ratio: 0.53); AX73: arabinoxylan

(arabinose to xylose ratio: 0.73).
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Effective moisture diffusivity within films

Effective moisture diffusivity valuesDgg) within films were determined at 20°C using
transient-state moisture content of the water gmmpkinetics and analytical solution of
equation 6 for modeling moisture sorption. The whif¥ity was assumed to be constant for
each RH level and could change from one stage athan3* An example of experimental
kinetic data and calculated ones for water adsampti an AX film is presented in Figure 4.
Similar good fitting of experimental data was olveelrfor each film. The resultine values
were plotted in Figure 5 relative to the correspogdmnoisture content. Regardless of the
polymer, D¢ values decreased at very low and very high waietent. Two types of curves
are obtained according to polymer structure. Fob3Xand AX73, thé.¢ increased sharply
as the moisture content of the film increased f@gYg d.b to 0.12 g/g d.b within the AX53
and AX73 film, thenDgs varied slightly at water content from around Ogtg d.b to around
0.30 g/g d.b. However the effective diffusivity reased slowly as the moisture content of the
film increased from 0 g/g d.b to around 0.30 gfig for the AX33 and BG films compared to
the Dess within AX53 and AX73, theD¢ decreased. The changelf as a function of water
content is typical of polysaccharidés?’ and is also observed for other hydrophilic materia
such as cereal-based produtts® The AX53 and AX73 film exhibited similaDes values,
but higheD.# values compared to the AX33 and BG films, regasligf moisture content.

RH = 95%
381

RH

RH = 90%

341
RH = 80%
Mass
m
(mg) RH =70%
RH = 60%

3.0

26 1 1 1 1 1 1
0
Time (h)
Figure 4. Experimental (dotted lines) and predicted continuous lines) moisture sorption
kinetic of AX53 (arabinose to xylose ratio: 0.53)iims at 20 °C measured with a controlled

atmosphere microbalance for relative humidity frb@% to 95%. RH: relative humidity.
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Figure 5. Effective moisture diffusivity of arabinaxylan and -glucan films as a function
of water content at 20 °C experimental data [filled cubef:glucan film, open cubes: AX33
film (arabinose to xylose ratio: 0.33); open diam®nAX53 film (arabinose to xylose ratio:
0.53); open triangles: AX73 film (arabinose to »ggaatio: 0.73)].

Time-domain NMR

Figure 6a shows the effects of the water contentlgwalues within AX and BG films. As
described by Ying et al. (2011}, M, values of films originate from two contributiorsne
corresponds to intramolecular dipolar interactiomgdulated by local proton mobility and
their inter-distances within molecules (within pedgcharide chains), the other is due to
intermolecular dipolar interactions dependent an ¢hains motion and the average distance
between polysaccharide chains. As shown in FigareAX (whatever the substitution ratio)
and BG films at water content below 0.05 g/g d.beagharacterized by very high and similar
M, values (> 7. 10 rad2.&). M, decreased with increasing the water content af 28Xs
and BGs are large polysaccharides chains, and thebility are very slow below water
content of 0.30 d.b at 20°C (< the glass transit@nperaturdy). However, at higher water
content (> water content 0.30 d.b), the moleculations of polysaccharide chains become
important averaging any intermolecular interacti@rsl giving rise to the loss of “non
random” structure® The high and similar values ™, for AX and BG films at very low

water content indicate that the motion of the patgharide chains is reduced.
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Figures 6 Effect of the water content on the second moment Ma) and on the water
relaxation time T, (b) for arabinoxylan (AX) and B-glucan (BG) films: experimental data
[filled cubes:B-glucan film, open cubes: AX33 film (arabinose tgose ratio: 0.33); open
diamonds: AX53 film (arabinose to xylose ratio: );50pen triangles: AX73 film (arabinose
to xylose ratio: 0.73)]. (vertical bars standing fbe experimental error are too weak to be

visible on the graph)
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The decrease d¥l, as a function of the water content, reflects therelasing of the dipolar
interaction strength, in relation with higher chamobility and higher average distances
between chains at higher water conténthe values ol, of AX53 and AX73 are lower than
AX33 and BGs for the same water content above §/§5d.b. This result indicates higher
proton dipolar interactions within AX33 and BG f&mn relation with shorter inter-proton
distances between polysaccharide chains. Figuresh@iws the increase of water proton
relaxation timesl, of AX and BG films as a function of the water camt At water content
below 0.15 g/g d.bT, values for water in AX and BG films were simil&.&2 - 0.89 ms) and
low, then increased sharply at water content al@oV/® g/g d.b. As already discussed by Ying
et al 2011*°, AX films displayed higher Fvalues than BG films at water content above 0.15
g/g d.b suggesting that the rotational mobility aathange of water were slower in BG
films.

Mechanical properties of AX and BG films

Figure 7 indicates that AX and BG films showed dastplastic behavior as commonly
observed for plant tissu& Indeed as observed in cyclic test, in the firseédir phase there is
no residual strain between cycles, and then, whenstress became higher than the elastic
limit, we observed an additional non-reversiblaistr{Figure 8). Table 3 compiles the main
mechanical parameters of the films at differentsnoe content corresponding to different
relative humidity. Ultimate strain and stress whigher than those observed by Hdije et al
(2008)*, but the A/X ranges was quite different implyirignf crystallization that was not

observed in our cas¥.
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Figure. 7 Typical stress-strain curves obtained dung a tensile test with arabinoxylan
and B-glucan films. Experimental data at relative humidity 59% [croBsglucan films,
diamonds: AX33 films (arabinose to xylose ratio33); cubes: AX53 films (arabinose to

xylose ratio: 0.53); triangles: AX73 films (arabs®to xylose ratio: 0.73)].

Water contenfT (°C) Elastic strait ~ Stress at elastic Young modulus Ultimate strain  Ultimate stress Rupture energy

(d.b) (%) limit (N/mm?) (N/mn) (%) (N/mn) (I/mn?)

BG 0.1643 101.6 1.6+0.4 52.7+3.8 3340 + 363 62.5+8.0 124.5 +10.3 54.0+9.8
0.1940 709 2406 327422 1410 + 260 65.4 +12.0 73.8+9.0 36.4+11.3

0.2886  29.1 - - 7124226 15.8+2.8 195+2.6 2.9+07

AX33 0.1524 829 1.8#0.3 545+8.5 2926 + 717 456 +8.0 131.4 +24.7 39.3+95
0.1832 587 224+0.1 31.8+7.8 1403 + 355 38.9+10.3 77.7+24.1 20.6 +10.5

0.2911 7.5 - - 461+136 8.3+23 12.6+15 1.1+0.4

AX53  0.1439 849 1.8+0.2 45 +4.0 2475 + 255 38.6+9.1 97.6+16.2 25.9+8.4
0.1802 579 23%05 28.1+2.6 1175 + 323 37.2+7.6 59.2 +8.8 15.1+4.4

0.3169  11.9 - - 325+133 7.2+33 8.1+45 0.7+0.4

AX73 0.1396 816 2.2+0.2 46.6 +8.9 2111 + 359 21.7+9.2 61.0+8.5 11.1+5.4

0.1782  56.1 23%04 26.6 +5.4 1155 + 253 9.5+4.2 26.7+12.1 24+13

0.3417  -6.0 - - 263+119 11.9+5.6 6.5+3.8 0.7+0.6

Table 3. Influence of the water content of arabinoyxlan (AX) and B-glucan (BG) films on
their mechanical properties. Transition temperatures is,. TAX33: arabinoxylan (arabinose
to xylose ratio: 0.33); AX53: arabinoxylan (aralseoto xylose ratio: 0.53); AX73:

arabinoxylan (arabinose to xylose ratio: 0.73).
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Figures 8B-glucan (a) and AX33 (b) film stress-strain historesgenerated using the model
of unloading and reloading in tensile at relativamidity 75%, experimental data [filled
cycles: loading, unloading and reloading cyclesensile of3-glucan films, open cubes:

continue loading in tensile @glucan films].
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Regardless of polymer structure, mechanical pragsevtere modified with the water content
within films, as usually observed for hydrophiliolpmer?® where water acts as a plasticizer.
The Young modules decreased significantly whenwlaéer content within film increased
from around 0.15 g/g d.b to around 0.30 g/g d.bwab as the ultimate stress and fracture
energy. Indeed the ultimate stress is divided byvhén the water content is increasing from
around 0.15 g/g d.b to 0.30 g/g d.b, whereas thtura energy is divided approximately by
30 in the same water content range. The plastanstof AX and BG films did not change
significantly, when the water content is increasirgn around 0.15 g/g d.b to around 0.18
g/g d.b, but at higher water content (from 0.18dgto 0.30 g/g d.b), the plastic strain of AX
and BG films decreased sharply. The ultimate stnessdivided by 10 between around 0.15
g/g d.b and around 0.30 g/g d.b water content aritda same time the ultimate strain is only
divided by 5. So the slope of the plastic parthaf turve decreased when the water content of
the films increased. The break is more due to titess effect than the strain.

Regardless of the water content, mechanical pregedre highly modified according to
polymer structure as observed by Hoije et al 26b8uch differences are more pronounced at
lower water content (around 0.15 g/g d.b — arourd® @/g d.b), whereas at water content
around 0.30 g/g d.b differences remain significanty between BGs and AXs. BG films
displayed higher stiffness (Young modulus) and resitality than AXs. The ultimate stress of
BG films was similar to the lowly substituted AX&ne (about 125 - 130 N.nifrat water
content around 0.15 g/g d.b), but significantlyhg@gto highly substituted AXs’ones (about
60-98 N.mnT at water content around 0.15 g/g d.b). Moreovethim AXs, changes in
mechanical properties were observed accordinga@ithbinose substitution ratio value: the
higher the A/X, the lower the ultimate stress amel lbwer the ultimate strain, as observed by
Hoije but in a slightly different A/X range (0.2-5). AX33 and BG films were characterized
by similar ultimate stress, while a higher ultimateain described the BG films. Hdije et al
2008 have determined the mechanical propertieseotast films (thickness = 20 - gH) of
enzymatic treatment of arabinoxylan (A/X = 0.25)Qusing an Instron 4465 universal testing
machine at 23°C and 50% RH. The ultimate stress amund 35-60 N/mfultimate strains
ware 0.05-0.10; the Young modulus were around GEDN-mnt. +*

The curves of plastic part were not linear for AX&81 AX53 films: a slight increase of the
slope could be observed from 20 - 30% strain toungp(Figure 7). For AX73, as the rupture
occurred at about 21% (water content around 0.3pdgh), this increase could not be
observed. However, this phenomenon was not so mvide BG films event if the rupture

occurred at 60% strain (water content around O/@%ldp). Until 25% strain, similar slopes of
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the irreversible part of the curve were observedafbfilms 120-130 N-mrf at water content
around 0.15 g/g d.b. Above 25% strain, the slogabe AX33 and AX53 films (about 200-
270 N-mn¥f at water content around 0.15 g/g d.b) were sigaifily higher than the slope
observed for BG film (130 N-mat water content around 0.15 g/g d.b).

Figures 8 shows BG and AX33 film’'s stress-straistdries generated using unloading and
reloading test. The shape of the stress-strainecoi\BG film is similar to continuous loading
test but the cyclic test gave higher ultimate sti@i.45 £ 0.16 at water content around 0.18
g/g d.b) BG films exhibited similar ultimate stresgh the two methods, thus the slop of the
non-reversible part of the curve decrease durirgjrstBetween one cycle and the next one,
the curve obtained during loading presented thtepes: the first one was the Young
modulus, the last one was comparable to plasticsgghand the second one had an
intermediate value and reflected a possible polymeamrangement. Cycle after cycle the first
part became smaller, supplanted by the second pathe opposite, cyclic test on AX33
films exhibited no significant differences in ultte strain and stress compared to continuous

test.
Discussion

Influence of the water content

The increase of the water content highly decredbedstrength, stiffness and the glass
transition temperatures (Table 3) of the AX and #@s and impacted the mobility of the
polysaccharide chains and increased the averag@endes between polysaccharides within
films (determined by NMR). These results confirmttivater is a highly efficient plasticizer
of amorphous carbohydrates thanks to its abilityinterfere with the hydrogen bonding
between the carbohydrate chains. Consequentlyy watestrongly modify the nanostructure
of the carbohydrate matrfX. At rubber state (water content around 0.30 dbgatl 25°C), AX
and BG films exhibited very low stiffness, strengtind extensibility. Clearly, increasing the
water content reduced the molecular interactiomadxen the polysaccharide chains.

AX and BG films are very dense materials (densit$G0 kg-nT) without macropores (> 0.1
um) and exhibit a very low moisture diffusitivity.t Avater content below 0.05 g/g dDes
value was very low because of closed meso- or r@aesp< 50 nm) within films. TheDeg
value increased as a function of the water confiéns result can be related to the opening of
closed pores as a consequence of the plasticifiagt ®f water. The TD-NMR results also

indicated that the variation & could be related to a plasticizing effect of watéit low
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water content (below 0.05 g/g d.b) NMR results ¢atied a short average distance between
the few mobile polysaccharide chains that showd l® low effective moisture diffusivities.
For higher water content, sorption of water by tdabohydrate matrices increased the
polysaccharide mobility and the average distaneésden chains that should lead to a strong
increase in the matrix free volume in both the sjfasnd rubbery state¥. This modification

of the film nanostructure favors water diffusionahgh films.

In addition, the mobility of water molecules hasoaén influence on thBes values in AX and
BG films. At water content below 0.15 g/g dIb,of water protons in AX and BG films were
very low (< 1ms), suggesting that the water strprigbund to polysaccharide chains (on
hydroxyl groups). At water content above 0.15 gfg, @, increased sharply up to 3.5 ms
indicating a higher mobility of water. The increasfemobility (not only rotational mobility
but also translational mobilifi) of water induced a higher frequency of the watethanges
and an improvement of the desorption of water ma&aevithin films. Thus, at high water
content, the weak interaction between water andctrbohydrate hydroxyls and the high
mobility of water lead to the decreaselnif:.

Influence of the polysaccharide structures

The structure of the different polymers influenties interaction with water at the molecular
level and impacts the diffusion of water and meaterproperties of the films.

The value of the monolayer water contemp)(is of particular interest as it indicated the
amount of water that was strongly adsorbed to fipesites.** The highemy, value obtained
for the AX33 and BG films was consistent with maiges which adsorb water in both
polymers, compared to the more highly substitut@ FAX53, AX73). Higher M values for
BG and AX33 films by comparison with highly substéd AXs indicated higher proton
dipolar interactions within AX33 and BG films antiaster inter-proton distances between
polysaccharide chains. The higher distance betwmdysaccharide chains for AX53 and
AX73 films caused larger free volume available ¥amter in films and should explain the
higher moisture effective diffusivity. The interamts between AX chains are decreased by
the presence of arabinose side chains leadinggteehinano-porosity'* Compared to AX33,
AX53 and AX73 are more highly branched polymers taming 53-73% of arabinose
substituents, and a higher proportion of di-subkd residues (21-29% compared to 9% for
AX33). The sterical hindrance of disubstituted xylosedess has possibly more impact than
mono-substitution on the inter-chain distances.

The results of the tensile tests on films also ssgghat mechanical properties of the films

could be related to the fine structure of polysaccles and in particular to the presence of
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arabinose substituents and especially a high ptiopoof disubstituted Xyl residues. Lowly
substituted AX and BG films exhibited similar angylter strength, than highly substituted
AX films, in agreement with NMR results and witHfdrent intensity of interaction between
chains depending on the structure of polysaccharidewever, while similar kvalues and
film strength were observed for lowly substitutedX And BG films, BG films exhibited a
higher extensibility.

As the AX33 and AX53 film stiffen during the defoation, the presence of arabinose
residues blocked the slippage between the chalmsblocks gradually lead to an increase in
the slope of the plastic part within AX33 and AX#igns. BG chains are smooth chains, thus
we have not observed this phenomenon for BG fildwlic rheological tests also confirmed
a different behavior of AX33 and BG films. BG filmshowed significantly higher
extensibility and lower slope pf plastic part withis method, however AX33 exhibited a
similar elastoplastic behavior with a continuousdimg of stress. These results are in
agreement with the smoothness of the t BG chaiaisdéin rearrange during loading. In AX
films, the arabinose residues distributed on thé&amnxybackbone can block AX chain’s
mobility.

Impact of the polymer structure on the cell wall poperties

Up to now, the relationships between structuralagimn of polymers such as the level of
substitution of AXs by arabinose side chains artveall properties are not understood. The
present work brings new lightning on the possibipact of the polysaccharide structure on
the cell wall properties in endosperm. Higher dffecdiffusion of water was obtained for
films made with highly substituted AXs compared ftms made with BGs or lowly
substituted AXs. In this respect, the differentgadions of AXs and BGs and the variation of
the structure of AXs within grain endosperm cellllevare well correlated with the water
properties required for the different cell typessmdosperm and their evolution during grain
development. AXs are more substituted at the baginof grain filling than at the later
stages, suggesting that water diffusion is fastavpring grain development. Similarly,
substitution of AXs is higher in the cell walls thie transfer cells that are supposed to play an
active role in solute uptake for grain filling. Gaasely, moisture diffusivity shall be slower
in aleurone cell walls due to its highest thicknesdigher proportion of BGs and a lower
substitution of AXs. During its development whegedig undergoes dramatic changes in water
content. Cell walls act as barrier for water diffusand during desiccation the water content

decreases from 40% down to 12-14%. Thus, the clsamgeell wall polymers structure
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observed during grain development and within gr@gsue could possibly modulate the
hydration properties of the cell walls that coniitdoto regulate the water content of the grain.
In addition mechanical properties of AX and BG #inndicated that BGs could play an
important role on the mechanical and physico-chahpcoperties of these walls. BG layers
are supposed to have a higher extensibility in otddavor the development of cell wall at
early stage during the grain development. Comptaréide starchy endosperm cell walls at the

mature stage of wheat grain developméht,* %°

the high content of BGs and lowly
substituted AXs (around A/X=0.3) observed in theuabne cell walls is in line with a higher

extensibility and strength of aleurone cell walls.

Conclusion:

This work confirms that the study of polysaccharidens used as models of the polymer
lamellar organization in cell walls is a well-adeghtool to better understand the impact of the
polymer structure and their interaction in plassties. We have demonstrated that the water
content and polymer structure within films can sgly influence interactions between
polysaccharides as well as the nanostructure ofsfilThese changes should significantly
impact the moisture diffusion through films as wasltheir mechanical properties. Our results
suggest that the different composition and locabsaof AXs and BGs might affect the
properties of cell walls in mature grain but alswidg grain development. Further studies on

composite films should confirm and complement thesaeilts.
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Partie I Résumé

Résumé

Des films composites constitués d’'un mélange d’A8%) et de BG (40%) ont été réalisés en
grande quantité, ce qui n'est pas encore le cas Ipsuilms multi-couches alternant AX et
BG (voir Conclusions-Perspectives). Trois typesfittas composites ont été préparés en
conservant une proportion fixe en AX et BG (60/40ais en faisant varier le taux de
substitution des AX: AX33(A/X=0.33)+BG, AX53(A/X=B3)+BG et
AXT73(A/X=0.73)+BG.

La structure de ces films composites a été étymiéanicroscopie confocale de fluorescence
(MCBL) et par microscopie électronique a balayaj#EB). En microscopie confocale,
'autofluorescence de l'acide férulique a permisddginguer les AX des BG en MCBL : Sur
les images les AX apparaissent sous forme de taclages tandis que les BG qui ne
fluorescent pas forment des taches foncées. LEsatites observations indiquent que plus le
taux de substitution des AX augmente plus le fish leétérogéne. Pour le plus fort taux de
substitution des AX (A/X : 0.73) une séparationpti@se est observée entre des zones riches
en AX73 et dautres riches en BG. Les observatiensMEB permettent de confirmer
I'hétérogénéité des films AX73BG.

Les propriétés mécaniques de ces films ont étééssigpar DMTA (Analyseur Mécanique
Dynamique Thermique) et montrent des différencgsifitatives entre les trois composites.
Les composites réalisés a partir des AX les plbstiués présentent des propriétés fortement
dégradées en lien avec le phénoméne de séparatipmade. Le second moment dipolairg M
des protons des polysaccharides a été mesuréssiins composites pour des RH de 59% et
75% entre -40°C et +80°C. En dessous de Tg (62tCa eRH 75%, une diminution
significative des M a été mesurée sur les films composites AX53BGXIIBG comparé a

la valeur moyenne estimée a partir des films putseABG. Ces résultats, en accord avec les
tests mécaniques, montrent que les interactiome ks chaines d’AX hautement substitués et
les chaines de BG sont faibles dans les films caitgm Plus la teneur en eau des films est
élevée, plus le phénomene est amplifié ce qui eepliquer la séparation de phase observée
en microscopie. Une analogie est présentée ergresaltats physico-chimiques sur des films
composite et ce qui est observé dans les pardidaieds.
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Abstract

Composite films made with Arabinoxylans (AXs) (withigh, middle and low level of
substitution by arabinose) and—B)(1—4)-p-D-glucans (BGs) extracted from cereal cell
walls have been prepared and analysed using mapgs¢SEM and LSCFM), DSC,
mechanical tests and TD-NMR. The objectives wereotoelate physico-chemical properties
of films with mechanical and hydration propertidscereal cell walls. A phase separation
phenomenon was observed for films made with highlistituted AX and BG at a ratio
AX/BG of 60/40. This phase separation correlatethviower dipolar interactions between
polysaccharide chains and a decrease of ultimeda stnd stress of films. Highly substituted
AX and BG composite films exhibited very weak maahbal properties in agreement with
weaker interactions between the polymer chainss@hmesults are consistent with properties
observed in cereal cell walls. The transfer celllsvare composed of highly substituted AXs
and BGs which are incompatible macromolecules, wiglak interactions but in favour of the
transfer of water and nutrients between developiisgues. In opposite, the stronger
interactions between the lowly substituted AXs @&@s in the aleurone cell walls should

favour stronger mechanical properties of cell watlgl slower water diffusivity.
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Keywords: Arabinoxylans;p-glucans; phase separation; composite film; cellllsya

endosperm

Introduction:

Environmental constraints factors such as high eratpre and drought limit the growth and
productivity of major crop species, including whéaMany studies have indicated also that
the environment play a role in the variation ofl aehll composition and polysaccharides
concentration of grair” 3 Zhang et al (2010) indicated that the arabinaxy{&X)
concentration in grain and plant water use efficye(WUE) increased under water-deficit
and high temperature conditions. A positive cotrefawas observed between WUE and AX
concentration in graifi.It has been shown that water influences all thecgsses during
growth and development of the grain (cell sizex fixi nutrients, stunting). The composition
and polysaccharides organization in the cell wallsy have an effect on water transfer and on
the growth and productivity of the cereal grain.

In wheat endosperm, arabinoxylans and-8)(1—4)--D-glucans (BG) are the main
components of cell wall& The structure of AX is a linear backbone of44)-linked B-D-
xylopyranosyl (Xylp) residues to whidrL-arabinofuranosyl (Araf) substituents are attathe
through O-3 (mono-substitution and/or O-3, in additferulic acid is esterified to few
arabinosyl substituents via O% Variation in the structure of AX that affects tbeerall
arabinose substitution level and the proportion nedno- and di-substitution levels is
observed. This structural variations are roughlgcdbed by the arabinose to xylose ratio
(A/X) that may vary from 0.3 up toL’. (1-3)(1—4)-B-D-glucans, commonly known #s
glucans, are linear homopolymers of D-glucopyrah{Sicp) residues linked mostly via two
or three consecutiv-(1-4) linkages that are separated by a sifgle,3) linkage® °. Longer
segments of consecutivel}+(1—4) linked Glcp residues represent less than 10%hef
molecule and are mainly constituted by oligomerthwi degree of polymerization (DP) of 5
and 6. There is no current evidence that two orenamjacenf3-(1—3) linkages occur in the
BG chains’.

During the grain development and depending on éler@ll localization within grain tissues,
dramatic changes occur in cell wall compositionhwigspect to both the relative occurrence
of individual constituents (AXs and BGs) and theefstructure of AXs$%*® In addition, for a
same tissue (wheat starchy endosperm), positi@ations were observed in composition of

cell wall polysaccharides and structure of AXsHowever molecular interactions between
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the two polymers as well as their impact on celll weoperties and the biological significance
of this structural diversity were not extensivekpored.

Indirect evidence for hydrogen bonding between AaXsl BGs and the role of arabinose
substitution in controlling interactions with BGxe reported in barle' ° Previous studies
on films made with AXs and BGs have shown highetewdiffusivity within films of highly
substituted AX compared to BG films in relation hwitarious nanostructures. More compact
nanostructures of the BG films were assigned tnger interactions between the BG chains
20.21 This work deals with composite films preparednhixing AXs of various fine structure
(A/X ratio) and BGs in proportion (60/40 w/w) thabrresponds to the aleurone layer
composition. The mechanical and water transporpgntees of these films were studied in
order to better understand interactions between &XskBGs, and the possible impact of their

fine structure on the mechanical and hydration erigs of grain cell walls.
Materials and Methods

Materials

Water-extractable arabinoxylans were prepared laglagi ethanol precipitation from wheat
flour water extract, as described by Dervilly-Pie¢lal. (200072 Three pure AX fractions
exhibiting contrasted arabinose to xylose ratio8300.53 and 0.73 were isolated and
encoded AX33, AX53 and AX73, respectively. Watdubte 3-glucans from barley (medium
viscosity, Purity > 97%) were purchased from Megagy

Chemical and physicochemical analyses

The method of Englyst and Cummings was used tormete the monosaccharide
composition** *> Ferulic acid content in AX was determined by Upestroscopy as
described by Saulnier et al., (1999) Weight average molecular weighl(), radius of
gyration Rz) and intrinsic viscosity f]) were determined using high-performance size
exclusion chromatography (HPSEC), as describediby ¥t al. (20117

Film preparation and characterization

Films containing AX and BG were prepared by castig and BG solutions were prepared
in water (20 mg/mL), and mixed together, in a AX/B&io of 60/40 (v/v). Then, 5 mL of
polysaccharide solution was poured into polystyreati dishes (& 5 cm). Petri dishes were
placed in a climate room at 40 °C and 40% relatumnidity (RH) for 3 days. Three kinds of
composite films were prepared: AX with an A/X ratd 0.33 and BG composite films
(AX33BG), AX with an A/X ratio of 0.53 and BG comsite films (AX53BG), AX with an
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A/X ratio of 0.73 and BG composite films (AX73BG)Reflectance spectroscopy
(SPECORDS 600) was used to determine film thickfiess

Microstructure of films

Laser Scanning Confocal Fluorescence MicroscopC{#3)

Films were observed on a LSCFM (Nikon Al) at ro@mperature (~ 20°C) and 0% RH.
Films were fixed to glass slides (sealed with aghdwand then placed on the sample stage.
The microscope was focused on the surface in tefleenode and laser light of a suitable
wavelength (375 nm) was used to excite fluorescehderulic acid.

Scanning Electron Microscope (SEM)

Films were observed at room temperature (20 °C) %% RH with an scanning electron
microscope (SEM-Zeiss EVAMA10) working at 15 kV and 30 Pa for examinationfiirh
surface.

Differential Scanning Calorimetry (DSC)

The glass transition temperatureg)(@f the AX and BG composite films were measurethwi
a DSC Q100 differential scanning calorimeter (TAttaments), previously calibrated with
Indium. Each sample (20 mg) of known moisture conteas first heated from -40 °C to 120
°C (3 °C/min) then cooled to -40 °C and finally texhfrom -40 °C to 150 °C (3 °C/min)
using an empty pan as referencg.of the specimens was determined from the midpaint
the heat capacity change observed in the second ssapreviously describéd

Traction tests

The tensile strength and elongation at break offithes were determined using a Dynamic
Mechanical Thermal Analyser (DMTA Mk Ill; Rheometsi Inc., Piscataway, USA) as
previously described (Ying et al, Biomacromoleculsgbmitted). The tests in which the
samples broke close to the clamps were rejectedxttude samples that might have been
damaged during clamping. Results were taken aavbege of at least 6 tedfs®

NMR Spectroscopy

'H NMR measurements were performed using a TD-NMé&spmeter (Minispec BRUKER,
GERMANY) operating at a resonance frequency of 28zMProton free induction decays
(FID) pulse sequence was used as described byeftial (2011Y*. After a first scan by TD-
NMR from —40 °C to 80 °C at RH = 59%, the same damwere scanned secondly by TD-
NMR —40°C to 80°C at RH 75%.
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The second momerll, values were calculated from the broad part of Rli2 curve that
arose from protons of the solid fraction as presipuescribed Abragam (1961,

a’.t> |sinbt
IFID(t):AeXp[_ > J bt +Bexp(-

t .
) (Equation 1)

T

M, = a? +%b2 (Equation 2)

Figure 1. Laser scanning confocal fluorescence microscaepyp( c) and Scanning electron
microscopy (d, e, f) images of composite filmsdkmess = 22m)
aand d LSCFM and SEM AX33BG film

b and e LSCFM and SEM AX53BG film

c and f LSCFM and SEM AX73BG film

AX33: arabinoxylans (arabinose/xylose = 0.33); AX%3Babinoxylans (arabinose/xylose =
0.53); AX73: arabinoxylans (arabinose/xylose = §.8G: B-glucans; AX33BG: blend of
AX33 and BG (60/40 w/w); AX53BG: blend of AX53 als (60/40 w/w); AX33BG: blend
of AX73 and BG (60/40 w/w).
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Results

Morphology of AX and BG composite films

Figures la to 1c shows LSCFM images of various amitg films made with AX and BG.
AX are esterified with 0.07-0.23 % ferulic acid fla 1) that is a natural fluorescent dye,
whereas BG do not contain fluorophore. The whitgiams in images of Figure la to 1c
correspond to the fluorescence due to ferulic aatteched to AX, while “dark” regions are
attributed to BG. Ferulic acid has already beerenlesi by LSCFM in cell wallé’ as well as

in pure (monomolecular) AX films (not shown). Thefkns were very homogeneous,
containing esterified and unesterified AXs whicherdd well due to their similar
physicochemical properties. The composite film&igure 1a to 1c seem to exhibit different
morphology depending on the structure of AX. Thenbgeneity of films varies depending on
the AX structure: the AX33BG film seems more homuamus than the AX53BG and
AX73BG films. This last showed two phases, a carmdurs fluorescent phase made of AXs
and a discontinuous dark phase made of BG and stendfeed AX. The heterogeneity of
AX/BG blend increased with the A/X ratio of AX. ESEobservations revealed that the three
types of film were compact, AX33BG and AX53BG showia flat and homogenous surface
whereas AX73BG film surface was more heterogenewitb hollows and watersheds
(Figures 1d to 1f).

AX33 AX53 AX73 BG
Structural features A/X?® 0.33 0.53 0.73
Ferulic acid % 0.23% 0.07% 0.16%  0.00%
Xylu/Xylm/Xyld %  76/15/9  68/11/21  56/15/29
Physico-chemical M,°x 10°(g/mol)  177.0 196.9 233.2 283.5
features [M]¢ (mL/g) 295.6 284.8 259.6 331.2

Table 1 Molecular characteristics of arabinoxylans (AX)nda pB-glucans (BG).
Arabinose/Xylose ratio (A/X), weight average mataass (My), intrinsic viscosity (f]).

a: results obtained from duplicates, coefficiertvariation < 4%; b: results obtained from
duplicates, coefficients of variation < 2%; c: ieswbtained from duplicates, coefficients of

variation < 5%.

137



Partie Il Chapitre 4

Thermodynamical and Mechanical properties of AX andBG composite films

The DSC experiments indicated that AX33BG and AX&3Bomposite films exhibited a
unique T, at 83 °C for AX33BG and at 85 °C for AX53BG filnfBigure 2). These transition
temperatures are very close tg Vialues determined for pure AX films at 81 °C (Tel).
Due to the absence of a clear change in heat ¢ggaciAX73BG films, it was not possible
to determine their J(Figure 2). However the change in heat capacitthefglass transition
within AX53BG was lower than for AX33BG films. Sigicant different mechanical
properties were determined for the different AX/BiBns (see Table 2). As previously
observed for pure AX and BG filnf&, strength (ultimate stress) and total energy poune of

the films decreased when water content increased.

AX33BG

Heat Flow (Wig)
1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
ExoUp Temperature (°C) Universal 4. 2E TA Instruments

Figure 2. DSC thermograms of pure films and of arabinoxglamdp-glucans composite
films at 59% of relative humidity (Second scan).

AX33: arabinoxylans (arabinose/xylose = 0.33); AXBBabinoxylans (arabinose/xylose =
0.53); AX73: arabinoxylans (arabinose/xylose = 0.71G: B-glucans. AX33BG: blend of
AX33 and BG (60/40 w/w); AX53BG: blend of AX53 als (60/40 w/w); AX33BG: blend
of AX73 and BG (60/40 w/w).
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Pure films Composite films Calculated composite films*
RH AX33 AX53 AX73 BG AX33BG AX53BG AX73BG |AX0,33+BGAX0,53+BGAX0,73+BG
Water content
(d,b) 0,152 0,144 0,140 0,164 0,165 0,165 0,166 50,1 0,152 0,150
Ty (°C) 83 85 82 102 81 81 ND
Ultimate strain
59% (%) 46+8 39+9 22+9 62+38 55+ 4 51+9 38+ 52+8 48+9 38+9
Ultimate stress
(N/mmr?) 131+25 98+16 61+8 124+10137+13 116+20 80+17| 128+18 108 + 13 86+9
Rupture energy|
(I/mnr) 39+9 26+8 11+5 b54+1 47+6 39+10 1834 45+10 37+9 28+8
Water content
(d,b) 0,183 0,180 0,178 0,194 0,198 0,202 0,206 88,1 0,186 0,185
Ty (°C) 59 58 56 71 62 56 ND
Ultimate strain
75% (%) 39+10 37+8 9+4 65+12 52+6 44 +9 124 49+11 48 +10 31+8
Ultimate stress
(N/mm?) 78+24 59+9 27 £12 74+9 86 +11 63+8 384 7617 65+9 46+ 11
Rupture energy|
(I/mnr) 21+10 15+4 24+1236=%11 29+7 20+6 4+3 2711 23+8 16+6

Table 2 Mechanical properties of arabinoxylan (AX}glucans (BG) and blend of AX and
BG films at 59% and 75% of relative humidity.

* Calculated using the values of pure AX and B@&#8land the proportion of each component

in the blend (60/40)

RH: Relative humidity; Tg: Glass transition temparas.

AX33:

arabinoxylans

(arabinose/xylose=0.33);

AX53:

arabinoxylans

(arabinose/xylose=0.53); AX73: arabinoxylans (amabe/xylose=0.73); BG}-glucans.
AX33BG: blend of AX33 and BG (60.40 w/w); AX53BGidnd of AX53 and BG (60.40
wiw); AX33BG: blend of AX73 and BG (60.40 w/w).
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The extensibility (ultimate strain) of AX33BG amiX53BG films did not change much
when water content increased from 0.16 g/g d.b .8D @/g d.b, while extensibility of
AX73BG was much lower and more impacted by chamgesgater content; it changes from
32% to 14%. Ultimate strain (AX33BG =55 + 4 %; AXBG =51 + 9 %; AX73BG =32 +6
% at RH = 59%), ultimate stress (AX33BG = 137 HN/gn’; AX33BG = 116 + 20 N/mr)
AX33BG = 80 + 17 N/mrhat RH = 59%) and the total energy to rupture ofiposite films
decreased when the A/X ratio of AX increased. Vailioe AX33BG and AX53BG films were
close to the average values calculated from théribotion of pure AX and BG films, while
for AX73BG films weaker mechanical properties wereserved compared to calculated

contributions of pure AX and BG components (Tahl€&igure 3).
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Figure 3. Mechanical behaviour of pure films and arabinargp-glucans composite films
(experimental values in Table 2) experimental detaelative humidity 75%. Continuous
lines: experimental; Dotted lines: the average eslgalculated by arabinoxylans afd
glucans pure films.

AX33: arabinoxylans (arabinose/xylose = 0.33); AXBBabinoxylans (arabinose/xylose =
0.53); AX73: arabinoxylans (arabinose/xylose = 0.71G: B-glucans. AX33BG: blend of
AX33 and BG (60/40 w/w); AX53BG: blend of AX53 als (60/40 w/w); AX33BG: blend
of AX73 and BG (60/40 w/w).
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Time domain NMR

The second moment, Mwas determined as a function of temperature ler different
AX/BG composite films at two different relative hudities (59% and 75%, Figure 4a)..M
decreased when temperature increased indicatiogver Iproton dipolar strength or a lower
proton density due to an increase in the mobilitg/ar higher average distances of the
polysaccharide chains, as described by Ying €2a11)*°. At RH = 59% (open symbols in
Figure 4a), change in the linear slope of Wrsus temperature were observed for AX53BG
films (transition Ty, at 70°C) and AX73BG films (transitiony} around 60 °C). These
transition temperatures were lower thag Walues (81 °C) determined by DSC. No
temperature of transition was observed for AX33BEnd at RH = 59%. However, a
transition in M (Ty2 = 70 °C) was distinguishable for AX33BG films at RH75%, higher
than the T value (62 °C) (filled symbols in Figure 4a). AidiRH, slight breaks in Mwere
observed for AX53BG and AX73BG films (% around 60°C), close to theiry {62 °C).
However the main result of these studies is thatNh values at RH 59% were very close
whatever the film composition while at RH 75% the Wlues of AX33BG (5.9-forads? at
20 °C) was significantly higher than for AX53BG &40 rad® s? at20°C) and AX73BG
films (4.7-18 rads? at20 °C) (filled symbols in Figure 4a). Figure 4b siscthe ratios of the
mobile (B) and immobile (A) proton fractions (detened in equation 1, see “Material and
Methods” section) as a function of temperaturevads RH (59% and 75%). At RH 59%,
breaks in the slope of B/A ratio versus temperafueéerred to as gja) were observed for
AX53BG and AX73BG at 70°C and 60°C respectivelyt oot for AX33BG films. A
transition was estimated at 70°C for AX33BG comfmofims at RH = 75%. The B/A ratio of
the three composite films were very close at RFD%5showever, at RH = 75% the B/A ratio
of AX33BG (0.37 at 20°C) was lower than for AX53K@&45 at 20°C) and AX73BG (0.45 at
20 °C) films although the three composite films adilar water content.

The M; and B/A valueg calculated for composite films &t R 59% were approximately the
average values determined for pure AX and BG filmsnomolecular) at the same RH. At
RH = 75%, we observed that, beloy, The M, values of AX33BG films (7.2 - 5.3-16ad’s

%) were close to the intermediate, Malues calculated from pure AX33 films (7.1 — 408
racfs?) and pure BG films (7.3 - 5.5-1ead’s?).>' However the M values of AX53BG films
(6.5 — 4.1-10rad’s®) and AX73BG films (6.4 — 3.9-20ad’'s?) were significantly lower than
M, values of pure AX53 films (7.1 — 4.1 1&ad's?), pure AX73 films (7.3 — 4.1-20ad’s?)

or pure BG films. We also observed that the B/Auealof AX33BG films (0.32 - 0.38) below
T4 were slightly lower than B/A values of pure AX3Brfs (0.35 - 0.43) or pure BG films.
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Figure 4. M, (a) and B/A (b) as a function of temperature foabenoxylangs-glucans
composite films. Triangles: AX33BG film; Diamond&X53BG film; Cubes: AX73BG film.
Open symbol: Relative humidity=59%; Filled symbRElative humidity =75%.

AX33: arabinoxylans (arabinose/xylose = 0.33); AXBBabinoxylans (arabinose/xylose =
0.53); AX73: arabinoxylans (arabinose/xylose = 0.8G: B-glucans. AX33BG: blend of
AX33 and BG (60/40 w/w); AX53BG: blend of AX53 alz (60/40 w/w); AX33BG: blend
of AX73 and BG (60/40 w/w).
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We also observed that the B/A values of AX33BG §il(0.32 - 0.38) belowlwere slightly
lower than B/A values of pure AX33 films (0.35 48) or pure BG films (0.32 - 0.41), while
the B/A values of AX53BG film (0.38 — 0.46) and A3BG films (0.37 — 0.47) films below
T4 were significantly higher than B/A values of pukX53 films (0.34-0.43), AX73 films
(0.27-0.41) or pure BG films.

Discussion

Phase separation and interactions between AXs and®

The different composite films were prepared in amconditions, casting in occurrence, and
although the three blend polysaccharide solutioesewclear and homogeneous, different
morphologies of composite films were generatedriutine evaporation of water. Microscopy
images show that the three composite films havieréiit morphologies and a clear phase
separation was observed for highly substituted ABG3ilm. For AX33BG and AX53BG,
the blend of AX and BG did not give rise to a phasparation and the good mixing of the
two polymers was confirmed by a single glass ttawsiof the films.** 3 This was not
observed for AX73BG film in which the two glassrts&tions characteristics of each polymer
were observed (Figure 2). The presence of one or givases in the films was further
confirmed by the mechanical properties observednfedifferent blends.

The mechanical properties observed for AX33BG waightly higher than the average
properties calculated from the contribution of egailymer (Table 2) suggesting strong
interactions between the two polymers within thenfi The mechanical properties of
AX53BG was very close to the calculated averageentees but AX73BG film exhibited
significantly weaker mechanical characteristicsitbgpected from the contribution of each
polymer. The results obtained for AX73BG films ameagreement with their heterogeneous
morphology and further should indicate weak inteoas between the different phases.

While numerous composite films made with polysaccles and proteins have shown
homogeneous structures with a single-phase of paigntomplexes?' ***! heterogeneous
structures with a phase separation have been @ssansome cas&sand in particular for the
agar—arabinoxylan blen®. The phase separation is observed when blendingdifferent
and incompatible hydrocolloids or macromoleculésddpends on their molecular weight,
chemical structures, conformations and hydratiomakmrs and induce changes of both the

physical and the rheological properties of mixetlitons or gels. Phan The et &l. have
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prepared agar/arabinoxylan and cassava starchiasgiéan composite films with 15%
glycerin. Range of thickness of the films was 35460 Mechanical properties of these two
composite films were measured at RH =57%. Ultinsatain (agar/arabinoxylan = 4.51 +

0.30 % - 5.53 £ 1.14 %; cassava starch/arabinoxyl@mB6 + 0.42 % - 3.10 = 0.31 %), and
ultimate stress (agar/arabinoxylan = 22.21 + 3.80¥ — 29.47 + 1.29 N/mfy cassava
starch/arabinoxyaln = 17.27 + 3.41 N/f#20.86 + 2.78 N/mfi%) were largely lower than
for the present AX/BG composite films. Phan Theakt®® have suggested that polymer
interactions should affect the phase morphology taedmechanical properties of composite
films.

In our case, the two-phase separation phenomersenada in highly substituted AX and BG
composite films is clearly correlated with unfavalble interactions between the
polysaccharide chains, while interactions betweewlyl substituted AX and BG seem
stronger and amplified while the water contentéased.

In concentrated aqueous solutions, mixtures of tpolysaccharides may exhibit
thermodynamic incompatibility of mixing and as auk undergo phase separatitn The
thermodynamic incompatibility between the two pogmn AX and BG arises from
energetically unfavourable interactions betweemtffe

Low field NMR permits to measure proton dipolar et moments M which give
indications of mobility of polymer chains as wedl distance between the polymeric protons.
Changes in mobility of the polymer chains induce thariation of the B/A ratio characteristics
of the ratio between mobile (B) and immobile (Aptan fractions. Below ¢ changes in M
values are mainly related to variations of the ager distances between the protons of
polysaccharideg’. This statement is confirmed by the stability bé tB/A ratio below §
(Figure 4b).

The higher values of Min AX33BG film at RH = 75% indicate that the avgeadistance
between the polysaccharides chains in AX33BG filres shorter compared to AX53BG and
AX73BG films. The shorter average distance betwelesins can be related to the stronger
dipolar interaction between AX33 and BGs at RH #67/T he significantly lower Mvalues
within AX53BG and AX73BG composite films comparedwpure AX or BG films indicate
that the distance between highly substituted AXsB&s are larger in composite films due to
very weak interactions between highly substituteXsAand BGs at RH = 75%. The larger
distance between highly substituted AXs and BGs oaduce a higher mobility of
polysaccharide chains and then higher values oBtAeratio within AX53BG and AX73BG

films.
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The significant difference in behavior of AX33BGnapared to the other composite films at
RH = 75%, clearly argues for stronger interactibasveen AXs and BGs in composite films.
The significant lower values of Mand higher values of B/A for AX53BG and AX73BGniib
compared to AX33BG composite film and pure AX armd #ims at RH = 75% indicate that
the hydrogen bonds between polymers in compodsites fare weaker, may be in relation with
the phase separation.

Links between the cell wall composition and the proerties of composite films

Wheat grain cell walls are essentially formed ofsAahd BGs, but the proportion of the two
polymers varies depending on the cell type. In @aoldithe AX structure varies from one cell
type to another: aleurone cell walls are charaszerby a low A/X ratio in the range 0.3-0.4,
while it attains 0.5 - 0.6 in the starchy endospeett walls and 0.7 in the transfer cells
These cells located at the ventral region of tlangare involved in nutrient transfer from the
maternal tissues to the developing endosperm. inwbrk, the AXs/BGs blend ratio was
choosen at 60/40 (v/v) to correspond with the AX&#Bratio in the aleurone cell walls but
was also close to the average AXs/BGs ratio (6568%)heat grain®” *3

Previous results of Ying et al. (20¥4)ndicated that in monomolecular AX films, highly
substituted arabinoxylans displayed a lower entanght, larger distances between the
polysaccharide chains and a higher water diffusidompared with lowly substituted
arabinoxylans. In BG films, stronger dipolar intgrans were measured between protons of
BG due to shorter proton average distances betwebsaccharide chains compared to the
highly substituted AX. BG chains were supposedsseably within a compact structure with
smaller nanopores than in AX films, inducing slowe&ter mobility and kinetic of exchange.
L n this study we show that in composite filmseiaictions between BGs and AXs decrease
when the A/X ratio increases. Moreover, higher was water content, stronger were the
interactions between BGs and AX33, the lowly subttd AXs. The water content in films
has definitely a significant role in the organisatiof AXs and BGs in films. The phase
separation observed for films made with highly simed AXs agrees with the layer
formation during the polysaccharide deposit in e&llls. Moreover, the water content as well
as the fine structure of AXs influences this layermation. In the transfer cell walls
composed of highly substituted AXs with an AX/BQGimsaaround 50/50, the interactions
between AXs and BGs are supposed to be weak, tssiljy impacts the microporosity of
cell walls to favour the transfer of water or nefris from the maternal tissues to the
developing endosperm. As a consequence of largenopures, the mechanical properties of

transfer cell walls should be weaker. Converselythe aleurone cell walls characterised with
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lowly substituted AXs and a AXs/BGs ratio around4&D the interactions between AXs and
BGs should be much stronger favouring stronger eu@chl properties of cell walls and a

lower water diffusivity as demonstrated for pure B&s by Ying et al?®

Conclusion

The interaction between AXs and BGs were investdjdr composite films prepared with an
AX/BG ratio of 60/40 in order to mimic the propami known in aleurone cell walls of
cereals. The high A/X ratio of AXs affects the natetion between AXs and BGs and seems to
induce a phase separation of AX and BG in compddite This fundamental result is
consistent with several observations in cereal ngraiWhile the aleurone cell walls,
constituted with lowly substituted AXs, are chaegizted by stronger interactions between
AXs and BGs which favour stronger mechanical progerof cell walls and a slower water
diffusivity, the high degree of arabinose substitutn the transfer cell walls may be adapted
to improve the cell wall hydration and to be ché&sazed by a porosity compatible with the
water diffusivity and uptake for grain filing. Dug their development, cells walls act as a
barrier for water diffusion while during desiccatigell walls should help to expulse water
from cells since grain’s water content decreases fA0% down to 12-14%. AXs are more
substituted at the beginning of grain filling thanthe later stag&s This statement agrees
with our findings that interactions between the Al BGs are weaker at the beginning of
grain filling, in favor of faster water diffusiomd the grain development.

Whatever the stage of grain development, AXs areenferuloylated in the aleurone than in
the transfer cell wallst’. Thus, further studies on composite films withiation of ferulic
acid content should confirm and complement thesalt® Moreover, as mentioned above
and observed by microscopy the organisation of AXs and BGs in cell walls is rmo
compatible with a superposition of layers. Prepanaand studies of multilayer films should
reinforce our approach to help our understandintp@fpolymer role in cell walls.
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Afin de mieux comprendre le role des xylanes etfdghkicanes dans l'assemblage pariétal et
impact de leur structure et de leurs interactiossr les propriétés physiques et

physicochimiques des parois, des systemes modéheanila structuration des parois ont été
réalisés. Une organisation lamellaire des polyméesss les parois d’aleurone du blé ayant
été observée en microscopie, des films d’AX et Gedhit été utilisés comme « modele » de
la paroi. Ces modéles se sont réveélés tres utibes mieux comprendre I'impact de la

structure des polymeres et de leur organisatioesupropriétés d’hydratation et mécaniques
des parois. Certaines de ces propriétés peuventcétifrontées avec celles des parois du

grain.

La caractérisation de films mono-moléculaires afnus de films composites préparés a partir
d’AX a différents taux de substitution et deglucanes, a été réalisée a différent taux
d’hydratation, et différentes températures. Quatréthodes de caractérisation ont été

utilisées:

» les isothermes de sorption et de diffusion par DV@Diffusion Vapor Sorption) ont
permis d’appréhender la répartition et l'intensi&s liaisons de I'eau dans les poudres
et films de polysaccharides. L'analyse graviméidine a I'aide d’'une microbalance
en mode dynamique a permis de mesurer des cinétapisorption et ainsi d’évaluer
des coefficients de diffusion effective de I'eatnavers les films.

* la RMN bas champ méthode spectroscopique non invasive a mis etegge des
phénomeénes d’échanges entre de I'eau associée anotiohs hydroxyle des
polysaccharides et de I'eau libre dans des porééchelle des nanométres. En
parallele, I'analyse de la mobilité des chainegdiysaccharides a été effectuée en
fonction de la température, a travers des meswegcbnd moment dipolaires;Mes
protons.

* la microscopie (confocale et électronique a balayage) a étéséélipour observer la
structure et I’'homogénéité des films a I'échells decrons.

* les tests en mécanique par DMTAAnalyseur Mécanique Dynamique Thermique)
ont permis de différencier les films sur la baselele extensibilité (déformation

ultime) et de leur résistance (stress ultime).

153



Discussion Générale

1,8E-12 AX33 067 um

1,6E-12 § X 49 ym
1,4E-12 [}
/ 1 A 22 ym

1,2E-12 | AN
1,0E-12 :
8,0E-13 -
6,0E-13 -
4,0E-13 - & X

i / & 5
2’0E-13 p :/§ BZ E ﬁ E
0,0E+OO 74 L] T T T T T T T 1

o o005 01 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45

Dert (M?'s)

b 100
X
b
P
B
HH

Teneur en eau (g/g)

2 0E-12 - AX53 [J 65 pm

1,8E-12 X 40 ym
1,6E-12 - f’%\ A 22 m
1,4E-12 - ﬁ \

1,2E-12 A é / N
1,0E-12 - /

8,0E-13 - ?gg R
6,0E-13 - I - R =

Derr (M?%/s)
/

4,0E-13 + u sy h x L =B = X

2,0E-13 | /% a

0,0E+OO - g T T T T T T T 1
0 005 01 015 0,2 0,25 03 035 04 045

Teneur en eau (g/g)

2,2E-12 - AX73 (160 pm

2,0E-12 - ﬁ - X 43 ym
1,8E-12 -

1,6E-12 - g
1,4E-12 -
1,2E-12 -
1,0E-12 - N %[

8,0E-13 - S :

6,0E-13 - ‘%'-“‘T_'\\\@
4,0E-13 - ey 5 n ~%
2,0E-13 - I R &

0OE+00 >0~

0 005 01 015 02 0,25 0,3 0,35 0,4 045

A 22 um

Derr (M?/s)

Teneur en eau (g/g)

Figure 30: Impact de I'épaisseur des films sur la diffusedfective de I'eau () a travers
les films d’arabinoxylanes AX33, AX53 et AX73.
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Un certain nombre de résultats qui n'ont pas atkigndans les publications des chapitres | a
IV sont discutés ci-aprés avec un rappel des graoi résultats publiés:

Les mesures de diffusion effective de I'eau a trades films mono-moléculaires d’épaisseur
variant de 20 a 7@m indiquent que, selon la teneur en eau des filandjffusion de I'eau
peut dépendre de I'épaisseur des films (Figure B8%. valeurs de [} augmentent avec
I'épaisseur des films a haute teneur en eau (> §/§p Par contre pour des teneurs en eau
plus faibles (< 0.05 g/g), aucune dépendance aiBépur des films n'a été observée. Les
faibles valeurs de [y indiquent que les fiims d’AX et de BG sont tres siesiavec des

mésopores qui ralentissent fortement la diffusies mholécules d’eau (<x50-13 mzél). Les
valeurs de B augmentent avec la teneur en eau dans les filtne €rL g/g et 0.15 g/g en
raison du changement de cette porosité. On suppusdes mesopores fermés deviennent
continus par modification de la structure des filensl'effet plastifiant de I'eau qui interagit
avec les polysaccharides qui composent les filroar Bne teneur en eau comprise entre 0.1
g/g et 0.4 g/g, la diffusion [y de I'eau dans les films d’AX de haut degré de sult®n est
plus élevée que dans les films d’AX de bas degrsutbstitution et de BG. Ces résultats sont
en accord avec I'idée que la diffusion de 'eausdbs parois peut varier en fonction de la

nature des tissus du grain en raison de I'hététgede la répartition des AX et des BG et

des rapports variables A/X dans les différentauitistu grain de blé.

Les mesures par RMN des temps de relaxation spn-Bpde I'eau en fonction de la
température ont mis en évidence des cinétiqgueharies hydriques tres complexes au sein
des films de polysaccharides. Les résultats montyea la préparation des échantillons (sous
forme de poudre, de films hachés ou empilés enaltes] et leur teneur en eau ont un impact
trés significatif sur les mesures de RMN (Yieg al, 2011c). Ces travaux ont également
permis de montrer que le taux de substitution d¥saiait un impact important sur les
propriétés d’hydratation des films. L’augmentataiun taux de substitution des AX induit un
écartement des chaines d’AX entre elles, arrangemen modifierait les phénomeénes
d’échanges hydriques au sein des films. Finalemestfiims de BG présentent une

meésostructure plus compacte, ralentissant la nbé@hié I'eau au sein des films.
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Les mesures réalisées sur les trois films commogifeX33BG, AX53BG, AX73BG),
indiquent clairement que plus les chaines d’AX sarfistituées, plus les valeurs des ket

les températures de transition degl@ I'eausont faibles (Figure 31 et 32). Ces résultats, en
accord avec les tests mécaniques, montrent que IptusAX sont substitués, plus les
interactions entre les chaines d’AX et les chaidesBG sont faibles dans les films
composites. Plus la teneur en eau des films egé&l@lus le phénomene est amplifié ce qui
est en lien avec la séparation de phase observeéécerscopie pour les films AX73BG.
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Figure 31: T, (ms) de I'eau dans les films composites d'arabjlames +3-glucanes, RH :
Humidité relative; AX/BG = 60/40.
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Deux méthodes de microscopie ont été utilisées pbeerver la structure des films mono-
moléculaires et composites: la microscopie contoad fluorescence et la microscopie
électronique a balayage (MEB). Les clichés enregistn MEB ont permis de confirmer que
les films monomoléculaires et composites d’AX eBd& ne présentent pas de macrostructure
(a I'échelle des microns) permettant une diffusienl’eau dans des macropores. Les clichés
obtenus pour les films composites AX33BG et AX53B@G@ntrent que leur surface est plate et
homogeéne ce qui n'est pas le cas pour la surfasdildes composites AX73BG qui semble
plus hétérogéne, résultat en accord avec les cdig@rs en microscopie confocale. On
observe gue plus le taux de substitution des AXraarge plus les films sont hétérogenes. En
effet, pour un taux de substitution de 73%, deégays de BG semblent s’étre formés pendant
le séchage des films, induisant une séparationhdsepentre des zones riches en AX et

d'autres en BG.

Les tests mécaniques réalisés sur les films morléaulaires d’AX présentant différents taux
de substitutions et de BG a différents taux d’htatran ont montré des différences
significatives de propriétés mécaniques entre ilessf Les films de BG présentent une
extensibilité beaucoup plus élevée (déformatiommal} que les films d’AX. La résistance
(stress ultime) et I'extensibilité des films d’AXmdnuent avec l'augmentation du taux A/X.
Les résultats indiquent que les propriétés mécasigies films d’AX et de BG varient dans le
méme sens que les mobilités mesurées par RMN étdsoic modulées par les interactions
entre polysaccharides et la nanostructure des.filagésistance et I'extensibilité des films
d’AX de bas degré de substitution sont plus impugsa que celles des films d’AX de haut
degré de substitution en lien avec une interagiloa importante entre les chaines d’AX.

Les propriétés meécaniques des trois films composdet été déterminées en DMTA.
Contrairement aux films composites AX73BG, les filtomposites AX33BG et AX53BG
présentent des propriétés meécaniques similairels geoyenne des propriétés mécaniques
calculée pour les films mono-moléculaires d’AX & BG. Les propriétés mécaniques des
films AX73BG sont tres faibles en lien avec I'hégénéité de ces films également observés
en microscopie confocale et en MEB et en accord lgedonnées de RMN qui montrent que

les interactions entre AX73 et BG sont plus faibles

L’ensemble de ces résultats permet de dégager ng@irceombre de questionnements non
seulement sur leurs interprétations en terme derigtés des parois du grain mais aussi sur le

choix des polyméres étudiés et leur mode de préparaur le choix du modele « film » de
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polysaccharides et enfin sur la pertinence de<strdifites techniques de caractérisation
utilisées au cours de cette thése. L'analyse dastages, des inconvénients et des limites de
chacun de ces choix met en lumiére plusieurs petispe a envisager dans I'objectif d’aller
plus loin dans la compréhension des liens entnectstre/organisation des polymeres et

propriétés des parois de grain.

Choix des polyméres

Les AX ont été extraits de la farine de blé semprotocole mis en place par Gaud Dervilly-
Pinel lors de sa thése en 2001. Cette opératioxtrdttion a été optimisée et a permis
d’extraire en quantité suffisante six fractions ddr2 g. d’AX33, 2.1 g. d’AX53 et 2.9 g.
d’AX73. Sachant qu’il faut environ 50 a 100 mg dalysaccharides pour effectuer un film
d’épaisseur 10 a 22m (de 5cm de diametre), environ 300 films ont pe @réparés durant

cette thése.

Trois fractions d’AX purs présentant des rapportx Ae 0,33, 0,53 et 0,73 ont été utilisées
pour leur représentativité respective dans les ipacellulaires d’aleurones, les parois
cellulaires de l'albumen, et les parois cellulaidss cellules de transfert (ou les parois
cellulaires centrales proche du germe). En deharsagport A/X qui varie de 0,3 a 1 en
fonction du stade de développement du grain etadedalisation des AX dans les parois
cellulaires du grain, la structure fine des AX é&galement modulée par le taux de
féruloylation (cf synthese bibliographique). La ¢an en acide férulique dans les trois
fractions d’AX est tres faible, entre 0,07 et 0,2386 en I'absence d’'un systeme d’oxydo-
réduction conduisant a un couplage des chaingmreenétre n'a pas d’effet sur les propriétés
physico-chimiques des AX. Par ailleurs, une fadplantité de protéines est détectée dans les
échantillons (0,9 a 3%), Linfluence de ces pra8irsur les propriétés des films a été

considérée comme négligeable.

Il est tres difficile d’extraire des BG du grainében raison des faibles quantités de ce
polymeére présentes dans les parois. Nous avonmséuties BG disponibles commercialement
et extraits a partir de I'orge dont les parois @bumen sont riches en BG (2,5 -11,3%)

(Izydorczyk & Dexter, 2008). La structure de ces B& comparable a ceux que I'on trouve

dans le blé. Par ailleurs les BG ont été choisexane masse molaire en poidg Menviron

283 500 g.mot (1 = 1,5) et une viscosité intrinséqug proche des AX que nous avons isolé.
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La RMN bas-champ

La RMN est une méthode de choix pour décrire langabilité des milieux de diffusion (liée
a la porosité), les phénoménes d'interaction etmésanismes de transfert de molécules. La
mobilité moléculaire et la porosité d'un systemevant étre étudiées par RMN a travers des
mesures de temps de relaxation et de coefficielatstaddiffusion de I'eau ou de sondes

moléculaires (de taille connue) dans le systeme.

Différents travaux font références a des mesureteaps de relaxation spin-spin &fin
d’étudier les phénoménes d’hydratation des systédmaodsgiques (Hills & Remigereau, 1997;
Mateuset al, 2007; Roudauet al, 2009; Kumagakt al, 2002). Le comportement multi-
exponentiel deslde I'eau est relié a différentes mobilités ded’'@auvant interagir avec une
phase solide, en échange avec des molécules daai divers compartiments de tailles
variées (eau intracellulaire, eau extracellulag@y vacuolaire etc...). Dans le cas des films
étudiés durant cette thése, I'eau est supposéagiteavec les chaines polysaccharides qui
sont des molécules fortement hydroxylées. Des @dsaohimiques rapides (de I'ordre de la
picoseconde) ont lieu entre de I'eau dite « libreextrouvant a la surface des films et/ou a
l'intérieur des films dans des nanos ou macropetede I'eau plus ou moins « liée ». Pour
compléter ces études, nous avions envisagé de endzuto-diffusion de I'eau dans les
films. Les séquences d’'impulsion mises en jeu reposur I'application de gradients de
champ statique 8 L'exploitation de leurs résultats aurait appottBe information de
premiére importance sur la vitesse et le type gdadéments observés, sur le mécanisme de
pénétration ou de relargage de I'eau (dans noskeetasur la géométrie du matériau (film de
polysaccharides de plusieurs microns d’épaiss&la)heureusement les teneurs en eau des
films étaient relativement faibles pour des mesutesdiffusion a bas champ. De plus
l'intensité des gradients nécessaires pour obséegedéplacements de I'eau dans les films
était trop faible sur le spectrométre bas chamg (@0 400 G/cm). Des mesures ont été
tentées sur le spectrometre de RMN 400 MHz équipéedsonde de diffusion dédiée
(DIFF30L) avec une intensité de gradients de cham@xe (selon § maximum de 1200
G/cm. Malgré la faible intensité du signal de I'edas coefficients de diffusion de I'eau ont
été mesurés sur des échantillons de films empitssrésultats ont indiqué une atténuation du
signal de I'eau non linéaire en fonction du dékidiffusion appliqué durant la séquence de

RMN (parametred). Or ces films étaient caractérisés par une épaissorrespondant a
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'échelle de mesure du phénomene. Il est donc goobable que les coefficients mesurés
correspondaient a une moyenne de plusieurs phémasmaéa diffusion anisotrope. Etant
données la durée des expériences (faible rapmpraldbruit), la forme des échantillons (qui
requérait des mesures a l'aide de gradients nxdfi-at la difficulté d’interprétation, ces

études ont été abandonnées aux profits de mesar&\$, plus faciles a mettre en ceuvre.

Les méthodes de microscopie

Les travaux de la these présentés dans ce manosti#nt en avant la caractérisation des
films par deux techniques principales de microseopi
1. la microscopie électronique a balayage qui pediabserver des échantillons entre
guelques nanomeétres a plusieurs centaines de n&esme
2. et la microscopie confocale a balayage laseessitant la présence dans le matériau
de molécules fluorescentes et permettant d’obsdegréchantillons de quelques

dizaines de microns a quelques dizaines de millasét

La microscopie a force atomique (AFM) a égaleméétrdise a profit pour caractériser les
différents films en utilisant les modes topograpieisj ou de contraste de phase. Cette
technique sert a visualiser la topographie de téase d'un échantillon. Le principe se base
sur les interactions entre I'échantillon et unenfmimontée sur un microlevier. La pointe
balaie (scanne) la surface a représenter, et tinsar sa hauteur selon un parametre de
rétroaction. Un ordinateur enregistre cette haustyreut ainsi reconstituer une image de la
surface. La résolution de l'appareil corresponersslement & la dimension du sommet de
la pointe (le rayon de courbure). La résolutiorédale est de l'ordre de la dizaine de
nanomeétres, mais la résolution verticale est patreale I'ordre de I'angstrém. Cette méthode
a éeteé utilisée pour étudier la surface des filmsoamoléculaires d’AX et de BG. La rugosité
de la surface des films a été déterminée. Lesemille valeurs de rugosité (RMS11 nm)
ont montré que la surface des films d’AX et BG &8s lisse (Figure 33). Les valeurs de
rugosité des films d’AX33 et BG sont similaires (8Menviron de 11 nm) et plus le degré de
substitution des AX augmente plus la rugosité dessfdiminue. Cette observation semble
indiquer que plus les interactions entre chaindégspocharidiques sont fortes, plus les films

sont rugueux.
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Comme mentionné plus haut, nous avons utilisé lerascopie électronique a balayage
(MEB) disponible & I'Institut de Recherche en Géieil et Mécanique (UMR CNRS 6183).

Images de AFM en 2D Images de AFM en 3D

AX{A/X=D,73)

Figure 33 : Clichés des films d’arabinoxylanes obtenus par AFEmpérature : 20 °C ;

Humidité relative : 40%).

Cette méthode permet d’observer la surface des fdmne échelle plus élevée que I'AFM.
Elle utilise un faisceau d’électrons balayant lafae de I'échantillon a analyser qui, en
réponse, réémet certaines particules. Ces padicdat analysées par différents détecteurs
qui permettent de reconstruire une image en tioieisions de la surface. A la différence du
MET, ou le faisceau d'électrons a haute tensiotegamage de l'intérieur de I'échantillon, le

faisceau d'électrons a basse tension du MEB peatyser la surface des films de
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polysaccharides avec une tres simple préparatiotiédeantillon qui ne nécessite pas de

marquage spécifique.

Analyse thermomeécanique dynamique (DMTA)

L’'analyse thermomécanique dynamique (DMTA) d’'un éniaiu polymére a pour but I'étude
de sa réponse a une sollicitation mécanique dynaamig forme sinusoidale en fonction du
temps et de la température. Les variations du neodddoung complexe (composantes de
conservation et de perte) et du facteur d'amortise¢ permettent de déterminer les
différentes transitions que subit un polymére encfion de la température comme par

exemple la transition vitreuse.

Nous avons utilisé le DMTA pour mesurer les paraesetie traction uniaxiale a la rupture

des films. Ces essais consistent a appliquer ufoendgtion (étirement) a vitesse constante et
a mesurer la force résultante jusqu’a la rupturardériau. Cette expérience a été menée
dans notre cas sans variation de la températuee, duie ce type d’expériences aurait été

intéressante a comparer avec les résultats de D&CRMN.

Choix du modele « film »

Le choix du modele « film » a été orienté par l'etvation en microscopie (MET et AFM)

des parois d'aleurone qui révélait une structuraeliaire avec une distribution alternée
supposée des polymeéres pariétaux (Guidbml, 2004). La préparation et la caractérisation
des films mono-moléculaires étaient une étape sacesa la compréhension du systeme.
Toutefois, la préparation de films multicouches gamdwich) est indispensable pour simuler

une organisation lamellaire des AX et BG.

Des films multicouches ont été préparés par unéodét « sol-gel » (Figure 34) basée sur le
casting (Rhimet al, 2006). Dans un premier temps un film d’AX ou dé Bst réalisé par
casting (Température = 40 °C, Rh = 40%) puis idbié&suite, une solution d’AX ou de BG est
évaporée par la méme méthode de casting (Températu40°C, Rh = 40%) jusqu’a
'obtention d’'un état « gel ». Le premier film esors déposé sur le gel et 'ensemble est
laissé a sécher (Température = 40°C, Rh = 40%)e#pechage, les deux couches sont

collées et il suffit de répéter le mode opérata@nefonction du nombre de couches désiré.
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Cette méthode est tres colteuse en temps et ynéatbbe quantité de films multicouches a
été obtenue, c’est pourquoi aucune caractérisatiarnpu étre effectuée au cours de cette
thése. La réalisation de films composites dontréparation par casting est identique a celle
des films mono-moléculaires a permis de mettre \edeé@ce des propriétés intéressantes
(séparation de phase, impact de la structure des.)Aqui pouvaient différer des films mono-
moléculaires. Le choix du modéle film s’est doncérdvtrés utile pour comprendre les
assemblages des AX et des BG mais ces travaux mteqstune premiére étape dans le
processus de compréhension. La caractérisationlrde fmulticouches devrait apporter de
nouvelles réponses a nos questions relatives apriptés des parois cellulaires des couches

aleurone du grain.

Le deuxieme point critique de ce modéle « film snaarne I'épaisseur des objets étudiés
compare a I'épaisseur des parois de la couchauoake estimée autour de fith ou encore a
celle de I'albumen amylacé entre 200 et 400 nmI{@uket al, 2004; Philippest al, 2006c).

Sur la base d'observations microscopiques (Figue 8n peut estimer I'épaisseur des
couches lamellaires d’AX ou de BG aux alentourgldenm. L'épaisseur des films que nous
avons fabriqué varie entre 10 et i@ (Figure 35), soit environ 1000 fois plus épaidige
couche lamellaire d’AX ou de BG dans les paroissnigs proche de I'épaisseur des parois
de l'aleurone elles-mémes. Comme cela a été saulpdps haut, I'obtention de films épais
(plusieurs microns) est inhérente aux méthodesadactérisation utilisées. Malgré I'écart
d’échelle entre les films et les parois cellulaiiefaut souligner que toutes les études menées
lors de cette thése consistaient a comparer das fie méme épaisseur et de vérifier que les
propriétés mesurées a I'échelle des films pouvdtrtextrapolées aux propriétés des parois.
Par ailleurs, la paroi de I'aloumen contient d’astrpolymeres que les AX et les BG,
notamment des protéines structurales et d'autrgsgarharides en quantité plus faible, dont
il serait intéressant d’étudier I'effet de l'incamation sur les propriétés de films composites.
Le choix et I'isolement de ces composants restartefois un obstacle majeur a la réalisation

de ce type d’étude.
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Film d’arabinoxylanes

— |

Solution d’ Arabinoxylanes Séchage a RH=40%, T=40°C T=12H ¢
|
Gel dep-glucanes ¢

— /'E_,E E—>_

Film multicouches

Solution deB-glucanes Séchage a RH=40%, T=40°C T=6H Séchage poursuivi RH=40%

T=40°C T=6H

Figure 34 Schématisation du la méthode de «voie gel» pa@alisation des films

multicouches

Figure 35 : (a, b) Images de microscopie du grain de blé a°8b(n) les cellules d'aleurone
(b) Les cellules centrales (Philippet al, 2006a)(c) I'étiquetage immunofluorescence et
immunomarquage déglucanes dans les sections transversales du dgdnhé a 446 °D. Les
parois cellulaires dans la région centrale deuialen (Philippest al, 2006c).
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Conclusion et Perspectives

Les parois des cellules sont des acteurs importenks transformation des grains de céréales.
Elles influencent également les propriétés techgiqlees et nutritionnelles des produits
céréaliers. D’un point de vue biologique, les mdu grain assurent un certain nombre de
fonctions comme la différentiation cellulaire, langpartimentation et la cohésion des tissus,
le contrdle des échanges hydriques au sein du.dpans I'albumen des grains de blé, les
parois sont majoritairement constituées d'arabilames et de (1-3)(1-4-D-glucanes, avec

des quantités mineures de cellulose, de glucomasnahde protéines.

L’examen de la littérature et les travaux réal@s@sein de I'équipe paroi végétale de 'INRA
de Nantes montrent qu’il existe des variationsadstiucture chimique des arabinoxylanes en
fonction du stade de développement et de la latais dans le grain. Ainsi, au début de la
différentiation cellulaire, le taux de substitutioiles AX est plus fort dans les parois des
cellules prismatiques que dans les cellules castraks différences s’estompent ensuite et les
AX sont moins substitués dans le grain a matufit&g¢e Sully Philippe, 2006). Les parois de
l'albumen amylacé sont fines, hydrophiles et mantdes variations spatiales de composition
en terme de rapport AX/BG. Les parois de la couxlaeurone sont épaisses et présentent

une structure lamellaire.

Bien que les variations de la composition et dettacture chimique des parois aient été
étudiées en détail, I'impact de ces variationdesupropriétés de la paroi en particulier sur les
propriétés d'hydratation, propriétés importanteervenant lors de la déshydratation/
réhydratation et la germination du grain mais agssiles propriétés d'usage des grains de

céréales reste inconnu.

L'objectif des travaux de cette these était, surdae d’analyses sur un modéle simplifié des
parois cellulaires, d’apporter une base physicomum pour interpréter des variations de
structures autant tissulaires que moléculairesrabse au cours du développement et de la

dessication du grain de blé.

Dans ce contexte, les travaux ont consisté a exples propriétés d’hydratation, de porosité
et mécaniques de films d’arabinoxylanes et de3J(1—4)-3-D-glucanes. La réalisation de
films monomoléculaires puis composites devait limmdtre de mettre en place et de
développer un certain nombre de techniques de téaisation des structures a différentes
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échelles 2) mimer 'organisation lamellaire et i@edsité structurale des polymeres des parois

de I'albumen du grain de blé.

Le choix du modeéle «film » et des méthodes ugls&nt permis d’'obtenir des résultats
originaux sur I'impact de la structure et de la position des polyméres de la paroi.

En premier lieu, nos résultats montrent que laudiffin de I'eau a travers les films mono-
moléculaires varie selon la structure des polysaigbs et I'épaisseur des films (teneur en
eau > 0.05 g/g). Les interactions entre les chadeeBG sont plus fortes ce qui se traduit par
une microporosité des films plus faible et ainse yitus grande résistance a la rupture des
films. Plus les chaines d’AX sont substituées, pdgsinteractions entre arabinoxylanes sont
faibles. On retrouve cette tendance dans les filomsposites constitués d’AX et de BG. Plus
le taux de substitution des AX augmente moinsilessfcomposite sont homogénes et moins
ils sont extensibles et résistants en lien avecdiméution des interactions entre les AXs et
les BGs.

Au dela des propriétés d’hydratation et mécanigiessfilms composites ont permis de mieux
explorer les interactions entre les chaines d’AXletBG et de montrer que ces polymeéres

n'étaient pas forcément trés compatibles en saiutio

Les travaux de Phan The et al (2009) sur des fdomposite AX-agar et films composites
AX-amidon de manioc ont montré que la caracténsaties flms composites dépend de la
structure chimique des chaines de polysacchar{@sn Theet al, 2009) Les travaux de
Kabel et al. (2007) (Kabedt al, 2007) sur des films composite AX-cellulose onttés que
plus le taux de substitution des AX augmente, fasnteractions entre les AXs et les fibres
de celluloses sont faibles. La cellulose est un dpmotymere linéaire constitué d’unités D-
glucopyranose liés par des liaisons glycosidique$-@.-4), structure trés proche de celle des
BGs. Nos résultats sont donc en accord avec leauxade Kabel et al. (Kabet al, 2007).

Ces travaux démontrent l'impact significatif du degde substitution des AX sur les

propriétés d’hydratation des films et sont a metre regard avec les événements qui
caractérisent le développement du grain en matiéstat hydriqgue et d’évolution de la

structure des polymeéres dans les parois.
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Dans les parois cellulaires des cellules de trandés AX sont hautement substitués. On peut
donc s’attendre a de faibles interactions entreAo¢s et les BG ce qui devrait impacter la
microporosité de ces parois et favoriser le trahsfe I'eau et des nutriments dans les tissus
maternels jusqu’a I'endosperme au cours du dévetoppt du grain. Inversement, dans les
parois cellulaires d'aleurone caractérisée parAdés faiblement substitués par I'arabinose,
les interactions entre les AXs et les BGs sembétrg beaucoup plus fortes. Ainsi les
propriétés mécaniques des parois cellulaires dafeuseraient améliorées et réduiraient la

diffusion de I'eau a travers le tissu.

La figure 36, tirée des travaux de Himi et al. 200nontre les variations de la teneur en eau
du grain au cours de son développement. Le condiéiment des films a une humidité
relative de 91% correspond a la teneur en eau a@in @n début de croissance. L’humidité
relative de 75%, correspond a la teneur en eauran gn cours de la dessication et pour
unehumidité relative de 59% le grain est en findéssication et contient autour de 15%
d'eau. Les conditions de mesure des propriétésfitas correspondent a des situations
physiologiques rencontrées par les parois au cdursdéveloppement du grain et les

différences observées sur les films sont vraisebiataent transposables aux parois.

Des observations menées en microspectrocopie Fat-Raman indiquent que les AX sont
plus substitués au stade 245°JAA (soit environoliss aprées pollinisation) (Figure 12, Page
40) qu'aux stades ultérieurs (Robettal, 2011). Le taux de substitution diminue ensuite
globalement mais reste hétérogéne dans le grainatarit@, certaines zones étant plus
fortement substituées, par exemple les paroislagts des cellules de transfert (ou les parois
cellulaires centrales proche du germe). Cette éoolwdu taux de substitution des AX est
conforme a un épisode de développement ou unetisiudans le grain qui nécessite un
transfert de I'eau plus intense qui est alors itécpar la physicochimie des parois et des AX.
Au contraire, la couche aleurone présente desgax@c une interaction plus forte entre AX
et BG et une plus faible diffusion de I'eau. Aueawu de ce tissu qui reste vivant tout au long
du développement du grain (contrairement a lalmimées transferts d'eau sont
probablement controlés par des phénomenes actiismeo la fermeture-ouverture des
plasmodesmes (qui sont nombreux dans ce tisswajudges phénomeénes de diffusion passifs
a travers la paroi. Nos résultats permettent dadter de nouvelles hypothéses sur le role de
la substitution des AX dans l'albumen des céréamrsaccord avec le contexte de la

dessiccation du grain. Cette hypothése compléteXpbcations formulées sur I'évolution de
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la structure des AX. Ainsi le fort taux de subdtdo des AX nouvellement synthétisés
favoriserait leur solubilité et leur transport parsysteme endomembranaire et I'élimination
des résidus arabinose pourrait favoriser les iotemas de type hydrogene avec les-@3,

1—4)-R-glucanes (Izydorczyét al, 2000) et renforcer I'architecture pariétale.

Parmi les facteurs structuraux des AX nous n’avmess exploré le rble potentiel de I'acide
férulique ou plutét de sa réticulation sur les piggs des films d’AX et de BG. La teneur en
acide férulique est beaucoup plus importante (env%) dans les AX de la couche aleurone
gue ceux de l'albumen amylacé (0.1 a 0.2%). L’acfdeulique serait impliqué par
'intermédiaire de la formation de diméres sougtlan de systémes oxydants (comme le
couple HO./peroxydase) dans le renforcement des parois goelies-ci ont, par exemple, a
résister a la déformation des cellules pendanéleldppement du grain de blé (Jaretsal,
2003). Ces déhydrodimeres pourraient égalementriboat a la cohésion tissulaire aux
interfaces aleurone-péricarpe, comme le suggelacédisation intense de I'epitope 5-O-Fer-
Ara dans ces régions. (Philippeal, 2007) Les déhydrodiméres ne représentent queésd@-1
des acides phénoliques des parois des cellulesugoak (Antoineet al, 2003; Parkeet al,
2005), mais peu de liaisons sont suffisantes poégraun réseau et pour modifier de facon
importante les propriétés mécaniques comme le sedgeé résultats obtenus sur des gels
d’AX hydro-solubles (Carvajal-Millanet al, 2005). La réalisation de films incluant la
réticulation de [l'acide férulique pendant le cagtiest facilement envisageable, par
I'utilisation de peroxydases ou de laccases. Léfet sur les propriétés de diffusion de I'eau
dans les films devrait vraisemblablement étre réahaiis probablement trés important sur les
propriétés mécaniques des films.

Il est également envisageable d’améliorer notre eteode films soit en réalisant des films
multicouches plus proches de la structuration aléseau niveau de la couche a aleurone soit
comme évoqué précédemment en intégrant d’autregmgoés notamment des protéines
structurales et d’autres polysaccharides présendgiantité plus faible dans la paroi. Le choix
et I'isolement de ces composants restent toutefoi®bstacle majeur a la réalisation de ce
type d’étude. La confrontation de notre systeme eateodilm composites AX/BG ou
multicouches permettrait de valider expérimental@m&pproche réalisée sur film. Cette
étude qui n’a pas pu étre entreprise dans le delmette thése est une perspective réaliste au

moins avec la couche a aleurone dont on peut alidesiquantités importantes et trés pures a
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partir desquelles il est facile d’isoler du matépariétal. Les protocoles développés en RMN

pourraient étre appliqués a ce matériel et les rrestomparées a celle des films AX/BG.

Pour compléter ce travail il reste également getetid mieux explorer les variations de teneur
en eau au sein du grain (par exemple en utilisasttechniques d’'imagerie par RMN ou des
pointes AFM fonctionnalisées) afin de valider lgéggnce de gradient d’eau au sein de
'albumen et éventuellement des différences deuera eau entre les parois et la matrice
protéo-amylacée. A plus long terme, l'utilisatioa dariétés présentant des AXs de structure
contrastée au sein de l'albumen et cultivées dansnvironnement controlé (température,
hygrométrie) devrait permettre de mieux compretidrgact des parois sur les propriétés du
grain et éventuellement d'orienter le développenuenhouveaux cultivars sélectionnés pour
leurs parois afin de répondre aux problemes dugdraent climatique et de la qualité des

grains.
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(1) Time domainH-NMR of arabinoxylans and p-glucans films, models of a lamellar

organisation in endosperm cell walls of cereal gras

R. Ying, J. Ruellet, C. Rondeau-Mofiro

INRA, UR 1268 BIA, Equipe Parois Végétales Polysecies Pariétaux, BP 71627, F-
44316 Nantes, France
# INRA, UR 1268 BIA, Plateforme BIBS, BP 71627, F344 Nantes, France

Magnetic Resonance in Food Science —The Royal §oafeChemistry, Cambridge (UK),
pp: 105-113

1. INTRODUCTION

Plant cell walls are partly responsible for theiatitity of plant crops in their different agro-
industrial food and non-food uses. Control of tasiability is essential for the improvement
of plant productions quality. Endosperm cell waisve important impact on the uses of
cereal grains (milling, baking, human nutrition*2) Arabinoxylans (AX) and mixed (1-3)(1-
4)B-D-glucans (BG) are the main components of theategeins endosperm cell walf’
They constitute respectively 70 and 30% of the syalNhich represents 2-4% of the dry
matter in endosperm. AX are characterized by atilb@ckbone of xylose to which arabinose
substituents are attached while BG are linear hatyapers of D-glucose linked bfg-(1-4)
and B-(1-3) linkages. The arabinofuranose units are régdly found as mono- or di-
substitution in position O-3 or O-3 and O-2 of xgdoresidues. AX exhibit large natural
variations on their structure, which mainly diftey the arabinose to xylose ratio (A/X) with
values ranging from 0.31 to 1.08. Arabinosyl residues can also be esterified onQhg
position mainly with ferulic aciti®®. The local composition heterogeneity of endospeeth
walls has been investigated on samples recovered fractioning processEs by direct
detection of fluorescent® by coupling imaging and spectroscopic technitfiesand by
immunolabelling techniqué$™’. It was concluded that BG are present in highepgrtion in
cell walls of aleurone and subaleurone layers thahe starchy endosperm, which contains in
its central zone, a higher content of AX. Aleura®d walls are characterised by a low A/X

ratio in the range 0.3-0.4, while it attains 0.6-h the starch endosperm walls. This chemical
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heterogeneity has been extensively described ttletis known about the time-course and the
pattern of the AX and BG deposition in cell wallgrihg endosperm development. Various
observations using different microscopy techniq@® CBL, AFM) have indicated the
lamellar organisation of wheat endosperm cells sMilat possibly reflects the assemblies of
AX and BG". In order to study the impact of their fine sturetand interactions on cell walls
properties, in particular hydration properties,hage prepared AX and BG films as models of
their lamellar distribution within endosperm celNg. The second moment,Mnd spin-spin
relaxation times 7were measured respectively with single pulse iinéection decay (FID)
and Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) sequences. Tigectives of this work were to
study the influence of both water and temperaturenobility and hydration of AX and BG

within films, in relation to their organization cell-walls of wheat grains.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Materials

Water-extractable arabinoxylans were prepared frndreat flours according to the method of
Dervilly-Pinel et al’. Their purification and characterization have doled the procedures
described in Dervilly-Pinel et &and have been applied to the Barley water solpigicans
(medium viscosity) purchased from Megazyme.

The A/X ratio, found to be 0.33 was conforming atfg published results concerning the
fractionation with ethanol of arabinoxyldifs AX-0.33 contained arabinose and xylose with
0.23% (% p/p) ferulic acid. The macromolecular elegaristics of each polysaccharides were
determined using the methods described in Derfihel et al’®. AX-0.33 and BG were
characterized (respectively) by a weight-averag&ammass of 177 Idg/mol and 218.4 19
g/mol, a radius of gyration of 38 nm and 14 nminailar polydispersity index of 1.5 and an
intrinsic viscosity of 295.6 and 331.2 ml/g. Theadcteristics for AX are similar to values
obtained by other authdrs

2.2 Film Preparation

The AX and BG solutions were cast into polystyr@edri dishes (PS, @ 5 cm). About 20 mg
of arabinoxylans was used for each film (film thieks 1Qum, @ 5 cm). The films were dried

in a climate room at 40 °C and 40% RH.

2.3 Sorption isotherm

The experimental water sorption isotherm of thegilwas determined at 20 °C using the
saturated salt method. Films were equilibrated aious water activities in desiccators
containing saturated salt solutions of known retathumidity RH: 11% (LiCl), 59%
(NaBr)), 75% (NacCl), and 91% (Bafyl The sorption of water was followed gravimetrigal
until equilibrium was achieved (generally within d&ys).

2.4 Differential Scanning Calorimetry (DSC)
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The glass transition temperaturg f AX and BG films were measured by a calorimetric
DSC Q100 differential scanning calorimeter (TA tastent), previously calibrated with
Indium. An amount of 20 mg of each sample withdaldgisted moisture content considered in
this work was first heated from -40 to 120 °C (&rhin) and second heated from -40 to 150
°C using an empty pan as a reference. The glassiticm temperature of the specimens was
determined from the midpoint of the heat capacitgnge observed on the second scan, at a
heating rate of 3 °C/min.

2.5 NMR spectroscopy

'H NMR measurements were performed using a low-IMlR spectrometer (The Minispec,
Bruker SA, Wissembourg, France) operating at anasce frequency of 20 MHz fdH
(0.47T). The NMR system was equipped with a tentpegacontrol device connected to a
calibrated optic fiber (Neoptix Inc., Canada) aliogva = 0.1 °C temperature regulation. The
sample coil was 8 mm in diameter. Tubes were fiteedbout 10 mm in height in order to
place samples in a homogeneous region of the NM&atathen weighed and hermetically
closed. A Teflon rod was introduced and filled ttead volume of each tube to avoid water
loss. Only a hole of 1.2 mm in diameter permitteghass the optic fiber through the cap and
the teflon rod to measure temperature of the sandiermal equilibration was ensured by
allowing a 7 min-waiting time after each temperatstep before the experiment was started.
The dead time of théH NMR probe was Jjis. Proton free induction decays (FID) were
acquired using the following parameters: a 90° @ols3.4us, a dwell time of 0.pis between
two successive data points, 160 scans of 19900paéiés and a recycle delay of 2 s between
each scan.

The spin-spin relaxation (T2) was measured front-Rarcell-Meiboom-Gill (CPMG) pulse
sequence. The delay between the 90° and 180° pafisthe CPMG sequence was 4$. 160

scans were acquired with 800 data points and aledglay of 2 s between each scan.

2.6 Data analyses

Spin-spin relaxation data were analysed with thieieng model :

Icpyc(t) = ZAi X exp (_Tiza) Equation 1

=1

The curves were then fitted with two different noeth:
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the discrete method Marquarftand the CONTIN methdd As the results given by both
methods were consistent, only the results fronMbequardt method are presented here.

The second moment M2 values were determined frarattalysis of the beat or oscillation
observed in FID. The FID were fitted to the follogiequation which is a combination of a

sinc function and a Gaussian broadeffing

Equation 2

aZ.t2\ sinbt 5 t
2 bt + B exp _TE

In this equation, the parametehsand B represent the contributions of the immobile and

mobile protons, whilé,* denotes the spin-spin relaxation time of the rfeproton fraction
in presence of the magnetic field inhomogeneitise NMR spectrum of the immobile
proton fraction is assumed to be a rectangular dimgpe with a total widthk convoluted
with a Gaussian line shape with a standard deviajiven by parametea.’’>*? The second
moment M, of the broad line shape, which is a measure ofstnength of the dipolar

interactions, is given By?*:
M, =a?+ 1 b2 i
2 3 Equation 3
3. RESULTS AND DISCUSSION

Study of the free-induction decay (FID) observed foX and BG films indicated an
oscillation (or a beat) of the NMR signal arisimgrh residual local order within the samples
(Figure 1). This short-range organisation inducetsvben protons strong dipolar interactions,
characterized by the second moment Whe sinusoidal pattern observed on FID has ajread
been depicted in glassy oligosaccharides as mattGser starch®?* As the water content or
temperature of samples increased, the FID bearpattas less pronounced as a consequence
of a decrease of the number and/or strength oflipelar interactions within AX and BG
films (figure 1). This phenomenon could result fréina reduction of the proton density (ii)
an increase of the proton distances and/or (iiilngorovement of the anisotropic mobility of
the polysaccharides chains which in the same tiffieséd more rapidly.

The additional slow decaying component of the FIBnal was attributed to the mobile

protons of water whose content increased with ¢hetive humidity (RH) of samples. Some
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authors have determined that in presence of inicrgasmount of water, the signal of the
mobile protons display a faster decaying in retatio higher water mobility>%. In order to
describe this process, spin-spin relaxation timgsflwater have been measured within the

samples using the CPMG sequence.

120 ~

3 100 RH

b 91%
$ 80 75%
2 59%
g 60 11%
[

he]

[0}

N

K

S

[=]

P

0 0,5 1 15 2
Time (ms)
Figure 1 FID signals of BG films at different water contefdése Table 1 for RH between 11
and 91%) measured at 20°C (continuous line) andC8&°’RH=11% (doted line).

% water

Samplé content (RH) T1p (°C) Tore (Ms)  Ea (kJ.mol?) T4 (°C)
AX DF 4,17 (11) > 80 nd 40,4 > 150
AX DF 15,24 (59) 75 7,80 38,2 82,9
AX DF 17,58 (75) 60 8,98 33,9 58,7
AX DF 28,31 (91) 325 12,05 30,8 nd
BG DF 4,71 (11) > 80 nd 34,9 > 150
BG PW 16,43 (59) 70 6,01 30,2 nd
BG MF 16.43 (59) 65 4,70 31,9 nd
BG DF 16,43 (59) 65 3,62 29,4 101,55
BG MF 19,40 (75) 45 4,93 19,6 nd
BG DF 19,40 (75) 55 3,65 21,3 70,94
BG DF 28,86 (91) 35 4,47 20,8 29,11

@ DF refers to stacked discs of films, PW for powd¥, for minced films.Fp is maximum value of,Tor the
corresponding temperatured Ea is the energy of activatiohwater contents measured at 20°C.

Table 1 Values of Frp, Trp, Ea and Tg for BG and AX films and for the BG pewalt
different water contents.

Three forms of samples containing BG have firstnbieeestigated in order to evaluate the
impact of the polysaccharides organisation graiid M values. Then comparison between
BG and AX (A/X=0.33) films has been carried outnad at investigating some eventual
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hydration and mesostructure differences in relatmrheir organisation within endosperm

cell walls.

3.1 Impact of the sample form on the NMR measuremés

Various preparations of samples were analyzedderaio study the impact of their form on
NMR measurements. Three preparations were tesbeetlgy, minced films and discs of films
stacked inside the tube. These measures were deddaon BG samples available in large
guantities in the laboratory.

The second moment Mas a function of temperature showed very littlaataon between the
three forms of samples. Indeed, for a 16.4% watetent, the M varied between 7921
1P.rad.s % and 5139 10rad %s  for temperatures between -40 ° C and +80 ° C, with
variations that did not exceed 400°1fxd?.s > between the three samples (figure 2A).

By increasing the water content at 19.4%, not oy M, values decreased but also
differences between minced films and discs of fiams more pronounced.

Comparison of the proton spin-spin relaxation tifiggor each of these samples was another
manner to attest the importance of the sample pmépa. Different previous works have
referred to spin-spin ;lrelaxation time measures to study hydration phemane biological
system&. In plants, the multi-exponential behavior of watas been connected to different
mobilities of water that can interact with solidgskes in exchange with water molecules in
various compartments of various sizes (intracellueter, extracellular water, water in
vacuole ...5% In the present work, the water was expected terast with polysaccharides
which are molecules strongly hydroxylated. Rapiéroltal exchanges (of the order of the
picoseconds) should take place between the sadcdhee water” located at the surface of
films and/or within the film mesopores and “boundter” according to this simplified

reaction :

H-O-H...HO-P* < H,0O + HO-P (* polysaccharides .... hydrogen bond)
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Figure 2 M, (A) and T (B) as a function of temperature for vrious sanfplen of BG
o powder RH=59%; + minced films RH=59%, discs of films RH=59%m minced films
RH=75%, e discs of films RH=75%,

Plot of T, as a function of temperature indicated constantlawdvalues (on the order of 0.1
to 0.8 ms entre -40°C and 0°C (figure 2B). Theva@lues increased from 0 °C to achieve a
maximum value (7 on top of the peak noted,tF) at a temperature % which varies
depending on the nature, the form and hydratiosaaiples. At higher temperatures, there is a
gradual reduction of Jthat can be explained by additional moleculanditbn process and/or
averaging due to rapid motions of the polysacclearignotions (measurements under
progress).

Evolutions of the T values as a function of the temperature have pernio assess the
activation energy required to shift the chemicathe@nges observed between the various
phases of water. Between 5 ° C to 60 ° C, the)n§howed a linear dependence on the
inverse of temperature. This result was consisigtiit growing mobility of water according
to the phenomenological law of Arrhenius, whichdtrees the dependence of the reaction rate
with temperature. The Arrhenius plot of the rel@éattime dependence with temperature
(In(Ty) as a function of 1/T) allowed calculation of theergy of activation Ea (slope of the
straight line In(T2)= f (1/TY.

Table 1 gathers the estimateerd Trp, Ea and § for BG and AX films and for the BG
powder at different water contents.

Results of 7 for the different sample forms of BG containing.4% of water, indicated a
decreasing of the ;fp values (from 6.01 ms to 3.62 ms for powder anadisf films,
respectively) while few changes ofpland Ea values were observed. The activation energy
values, close to 30 kJ/mol, whatever the form ah@e, were in agreement with the

activation energy for moisture diffusion valuesward 28 kJ/mol reported for various food
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material$®>° Further experiments are under progress in omlergasure the water diffusion
within AX and BG films.

The increase of the moisture in BG films (at 19 4%s slightly increased the value i
but for lower temperaturesigof 10 or 20 ° C : 4,93 ms at 45 °C and 3,65 nibatC for the
minced films and the discs of films respectivelyctidation energies are little different
between the two forms of sample at RH=75% (19.624n8 kJ/mol) but decreased compared
to the 59% relative humidity, consistent with fastater diffusion.

These results indicate that more the sample isnaregd (if we consider discs of film being
the most organized sample and powder the less iaeghn lower is the Fp value for
temperature and almost equivalent values of Eae&sing moisture films, ofp varies little,
but their temperature decreases 10-20 ° C consiafiéim the idea that the system needs less
thermal energy to shift the water exchange equuiibr(between the “bound” and “free”

states) toward “free” phases containing water diffg more rapidly.

3.2 Dynamics of polysaccharides and water protonsithin films

Hydration properties within films are of major irgst for the understanding of the state and
the role of water against the mesostructure of AX BG films. Eight different compositions
and moisture films were analyzed : four sample®Xf(A/X = 0.33) with a water content
from 4.2 to 28.3 % and four samplesBf& containing 4.7 to 28.9% of water (for RH = 11,
59, 75 and 91%).

3.2.1 The second momentMf AX and BG films

The plot of the second moment,Malues as a function of temperature (figure 3Avekd a
linear decay except for high hydrated AX films (RRA% and 91%) and BG films at RH=91%
that displayed a slope breakdown at temperatuoese @b the polysaccharide glass transition
temperature J(Table 1). For the AX samples,,Malues varied from de 10455 ead’.s? (-
40°C) to 483 18 rad’.s? (+80°C) while for BG films M data changed from 99454 ad’.s?
(-40°C) to 2608 18radf.s? (+80°C). For low hydrated samples (RH=11 and 59 $é§ond
moment M of AX and BG are close and fluctuated within tlenge range as the temperature
was raised. A higher moisture within films induaedre pronounced discrepancies beyond
10°C with an important decreasing of the Ylues for AX. The results indicate that for the

two types of polysaccharides, seconds momentsdivhinished as the temperature and
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moisture were increased. As the proton densithefsblid and mobile phases has been found
unchanged against temperature (constant valueg(aAftB) from the fitting of equations2),
two phenomena could explain & Mecreasing associated with weaker dipolar intenast:

(i) an increase of the proton distances and/oratiymprovement of the anisotropic mobility
of the polysaccharides chains which in the samee tdiifuse more rapidly. These two
hypotheses are valuable in our case. In particidar,interproton distance gap can be
explained regarding the polysaccharides structbompared to the smooth chains of BG, AX
are branched polymers of xylose containing in thesent work, 33% of arabinose
substituents which are bound to xylose residuepasition O-3 or O-3 and O-2°. The
sterical hindrance of the arabinose branch poimtsassess larger interproton distances which
could enlarge as the anisotropic mobility of théypaccharides increased with a rise of the
temperature or moisture. Moreover, the interastibetween the AX chains within films
should be weaker than between BG chains. Indeedathabinose residues should interact
strongly and preferentially with xylose residuearttwith other arabinose substituents of close
AX chains. Stronger interactions between the BGirshavere attested by the DSC
measurements which indicated higher glass transigmnperature J for BG films at RH
between 11% and 91% (Table 1).The strong effectshef water content on the glass

transition temperatures were also demonstrateAXoand BG films.

T, (ms)

Temperature (C) Temperature (C)

Figure 3 M, (A) and T (B) as a function of temperature for discs of $ilmade of AX (filled
symbols and continuous line) and BG (empty syndalsdoted line)
o RH=11%;A RH=59%,0 RH=75%,0 RH=91%
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3.2.2 The spin-spin relaxation timesdf water protons within AX and BG films

The spin-spin relaxation times; Tor the water protons were plotted as a functidn o
temperature in figure 3B. Net differences wereenbsd between the maximum values of T
(Torp) for AX and BG. As mentioned in table 1,1f values for AX varied from 7.80 ms to
12.05 ms while for BG the,fp did not exceed 4.47 ms (for stacked discs of fioged DF)
depending on the water content of samples. For esmmepared in the same form, the
activation energy data for BG films are lower tHanAX (reduction of 3 to 10 KJ/mol- see
table 1). By comparing results obtained for AX wBG, it seemed that the interactions
between water molecules and the hydroxylated fanstiof polysaccharides were most
important for the AX films (higher values of Ea afigh). However it should be noted that all
the samples of AX are less moisturized than thesBfples (less "free" water within the AX
films). Furthermore, chains @&X as well as water are more mobile within AX filftvgeaker

M, and higher T values, respectively). The differences between dhtvation energy
calculated for AX films compared to BG films werbetefore exclusively related to
differences in contents of water. Neverthelessdikerepancies between thesgvalues were
significant and could be related to a better orgaion and/or more compact mesostructure of
the BG films, resulting in a reduction of the waasrwell as polysaccharides dynamics. These
hypotheses were consistent with higher second mbMerand glass transition temperature

T4 values for hydrated BG films at temperatures beybdrcC.

4. CONCLUSION

Various measurements carried out in this work peechito emphasize some relations
between water dynamics and the organisation amesostructure of films (1@m of

thickness) made of arabinoxylans afieglucans, polysaccharides extracted from cereal
endosperm cell walls. The water mobility has beemntl a very complex process whose
interpretation would not have been possible withthg study of its dependence on the
temperature and the water content within polysatgédilms. Temperature dependence of
the water spin-spin relaxation times Aas been described by Arrhenius-type relationship.
This Arrhenius relation permitted to estimate aafion energy values that varied with the

polysaccharide type and the water content of fidedues of Ea around 30 kJ/mol were in the
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range of reported activation energy data for vaiémods and have been related to the
moisture diffusion. Differences of water mobilitytiin films made of AX compared to films
of BG have to be connected with the local compmsitieterogeneity of cereals cell walls.
The endosperm tissue contains a global ratio ofB&Xbf 70/30 while other more external
and hydrophobic tissues are enhanced in BG coniég. observation agrees with a water
mobility reduced within BG films, which display neocompact mesostructures.

Analyses of the second moment, Mllowed the investigation, within the polysacctas
films more and less hydrated, of the solid phasebilig Monitoring of M, while
temperature and the water content were increasade lkemphasized the JMdecreasing
associated with weaker dipolar interactions withi@ polysaccharide phases. Linear chains of
B-Glucans seemed to display a more organised anudog compact mesostructure than AX
within films. Secondly, higher temperatures as wa#l water contents resulted in the
improvement of the anisotropic mobility of the pgdgcharides chains which in the same time
diffused more rapidly.

Significant impact of the sample preparation (ie trm of powder, minced or stacked discs
of films) and of their moisture content have beeduted from all these NMR measurements.
This work will continue with the investigation dfi¢ impact of the arabinoxylans structure
(A/X ratio) on the hydration properties of films deof these polysaccharides. Studies of the
water dynamics in composite films containing migtwf AX and BG with varying content

should permit to get a better model of the polysadde assemblies within cereal cell walls.
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(2) Structure and organization within films of arabinoxylans extracted from wheat flour

as revealed by various NMR spectroscopic methods

Corinne RONDEAU-MOURO*, Ruifeng YING, Julien RUELOE Luc SAULNIER
UR1268 Biopolymeres, Interactions, Assemblages ANR44316 Nantes, France

Magnetic Resonance in Chemistry (numéro spéciagrétic Resonance in Food)

SHORT TITLE : *H and®*C NMR spectroscopy of arabinoxylan powders andsfilm

Abstract

Arabinoxylans (AXs) extracted from wheat flour werbaracterized using three different
techniques of NMR spectroscopy. Liquid-st4eNMR and solid-statéC NMR allowed the
investigation of the fine structure of three specffactions of AXs representative of the
structural heterogeneity of AX in wheat tissuesreehpure AX fractions exhibiting an
arabinose/xylose ratio of 0.33, 0.53 and 0.73 wempared relative to their substitution
feature but also to their assembly into thin fillwkeasurements of Mi.e. the second moment
of proton dipolar interactions between the polybkacicle chains were achieved using Time-
Domain (TD)'H NMR at different water contents and temperatufeansitions of the M
values were observed at certain temperature closéheé Ty values of AXs in films.
Comparison of the different AX films containing \@rs water contents pointed out stronger
dipolar interactions for lowly-substituted AX. Thigmdicated that, in films, contiguous
unsubstituted xylan chains can interact togetheoutjh hydrogen bonding resulting in a
compact structure with small nanopores due to twet chain motions and the shorter

average distances between the lowly-substitutecti®a{ns.

Keywords: Polysaccharides, arabinoxylan, TD-NMR, CPMAS, xat®on, dipolar second

moment
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Introduction

Flour is the product obtained by grinding wheatnkds that consist of three distinct
parts: bran, the outer covering of the grain; gehma,embryo contained inside the kernel; and
endosperm, the part of the kernel that makes Viloite. Wheat flour is an excellent source of
complex carbohydrates. Other than gluten flourtygles of wheat flour derive at least 80
percent of their calories from carbohydrates. Amakylans (AXs) and (1->3),(1->4)-
glucans (BGs) are the major organic componentshitevilour >, In wheat grains, they are
localised into cell walls of wheat tissues and amtijgular in endosperm used to make white
flour.

Many studies have been focused on AXs becauseatieehargely involved in the uses
of wheat grain during different processes such #igg baking, brewing but also in animal
feeding and human nutritidf >, Arabinoxylans from endosperm are partly watet+sts
and result in highly viscous aqueous solutions.sThigh viscosity of cereal grain water
extract has a positive effect in some technologjmalcesses (bread-making) ® but is
generally considered as a negative parameter éongh of cereal grains in animal feeding and
brewing®” Arabinoxylans have been shown to form films withaany addition of
plasticizers. These films exhibit low oxygen perinbty and may be used as oxygen barrier
materials in the food packaging industy.

In a molecular point of view, AXs are characteritgda linear backbone of xylose to
which arabinose substituents are attached throughand/or O-3 (Figure 1). Arabinosyl
residues can also be esterified on the O-5 positiainly with ferulic acid ® A great
heterogeneity of cell wall composition (AX ratiompared to other components) and AX
structure (Arabinose/Xylose ratio and acid ferglhmtent) has been observed within tissues of
wheat graid*®*®! AXs from cell walls of mature wheat endosperm aartly water
extractable and exhibit large natural variationgheir structure. This variability is depicted
by the arabinose to xylose ratio (A/X) with typicaerage value of 0.5-0.6, but extreme
values ranging from 0.31 up to 1.06 have been tegofor water extractable AX sub-
fractions!!® 2 1 AXs originated from the aleurone layer are chawztd by a low A/X ratio
in the range 0.3-0.4'58 Aleurone cell walls are heavily esterified (1.8#6w) compared to
those of the starchy endosperm (0.04%, wWi#) Moreover, during grain development, the
time course and pattern of arabinoxylans depositiowheat endosperm vary significantly:

AXs are more substituted at the beginning of gfitling than at the later stagdé”
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Figure 1 : General molecular structure of arabinoxylans {Ararabinofuranose, Xpl:

xylopyranose, FerA : ferulic acid)

Dervilly et al (2001 have shown that variations in A/X ratio do not igfhce the
conformation or the behavior of AX in solution. Hever, the A/X ratio as well as the
distribution of arabinose residues over the xylaokbone impacts on the extent to which the
AX can be degraded, as well as other features, asi@hteraction with each other and/or with
other cell wall component&?24

Besides, a lamellar organisation within cells walias been observed using
microscopy techniqué® 2° This organisation should reflect a possible attény deposition
and/or special assemblies of AXs and others mirayspaccharides. These variations in
composition and structural features of cell walinpomnents have possible impact on wheat
flour quality and uses. Any methodological approable to afford greater insights on the
various structures and interaction of wheat polgsaddes would be useful to understand the
flour properties in relation to its use for alimant or non-alimentary applications.

In this context, powders and films of AX have bgeepared and analyzed by various
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopic oaksth Until now, high resolution
NMR were used to resolve the fine structure of watdractable AXs. Few article concerns
solid-state analyses of AXs and only one publicétb concerned TD-NMR studies of
powders and films of a specific AX fraction. Thiager compiles the three different NMR
methods used by ourselves to characterize firstfithee structure of polysaccharides and
second to investigate their dipolar interaction® isolid materials like films. The present
work is of major importance in the context of teglugical uses and processes of AXs as the

major component of white flours.

Experimental
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Materials

Water-extractable arabinoxylans (AX) were prepdrgdyraded ethanol precipitation
from wheat flour water extracts, as described byvillg-Pinel et al (2001).”" The
monosaccharide composition was determined accortinghe method of Englyst and
Cummings®®: polysaccharides were hydrolyzed with 2 N sulfuaiid at 100 °C for 2 h.
Individual sugars were then converted into alditmletates and analyzed by gas-liquid
chromatography. Analyses were made in duplicatetl@d\/X ratio was calculated from the
ratio of arabinose and xylose content. Three puxefractions exhibiting A/X of 0.33, 0.53
and 0.73 were studied and coded respectively AX8853 and AX73. The molecular
characterisation of polysaccharides and preparatbrfilms were realised as already
published by Ying et al. (2018’

The films prepared as described in Ying et al (36%1were equilibrated at various water
activities in desiccators containing saturated sallitions with known relative humidity (RH)
: LICI (11%), NaBr (59%), NaCl (75%), and Ba@91%).

Differential scanning calorimetry (DSC)

The glass transition temperature,, of the AX films were measured using a DSC
Q100 differential scanning calorimeter (TA Instrurtjeas described by Ying et al. (20%%)

NMR spectroscopy

High resolution'H NMR spectra were recorded on a Bruker ARX 400cspeneter
operating at a proton frequency of 400.13 MHz. Sampvere dissolved in D (99%) at a
concentration of 5 mg/miThe polysaccharide signals chemical shifts wererdehed by
using the HDO peak at 4.79 ppm as an internaleats. The NMR proton experiments were
realized using 128 scans, a 90° proton pulse ofjud(and a 4 s recycling time for an
acquisition of 1.28 s. The proportion of unsubstitli mono- and disubstituted xylose
residues were calculated by combining thd NMR spectral data with the gaz
chromatography results as outlined by Westerlurad. ¢1.990)2°

Solid-state 13C NMR experiments were performed onBraker AVIII-400
spectrometer operating at'* frequency of 100.62 MHz and equipped with a deubl
resonance H/X CP-MAS 4mm probe. The MAS rate waedfiat 7000 Hz and each
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experiment was recorded at ambient temperature £29X). The cross polarization pulse
sequence (CPMAS) used a 3j&590° proton pulse, a 1.5 ms contact time at 74 d&htra 3 s
recycle delay for an acquisition time of 14.8 msimy which a dipolar decoupling of 74 KHz
was applied. A typical number of 4096 scans wemguiged for each spectrum. Chemical
shifts were calibrated by using the peak at 1768 of glycine as an external standard.

Low-field *H NMR measurements were performed using a time-donNMR
spectrometer (The Minispec, Bruker SA, Wissemboliigynce) operating at a resonance
frequency of 20 MHz forH (0.47T). The NMR system was equipped with a tempee
control device connected to a calibrated opticrfideoptix Inc., Canada) allowing a + 0.1 °C
temperature regulation. The sample coil was 10 mriameter. Tubes were filled to about
10 mm in height in order to place samples in a hgeneous region of the NMR magnet, then
weighed and hermetically closed. Thermal equilibratvas performed by waiting 7 min after
each temperature step before the experiment waedstd@he dead time of tHel NMR probe
was 11s. Proton free induction decays (FID) were acquireidg the following parameters: a
90° pulse of 3.4us, a dwell time of 0.fus between two successive data points, 160 scans of
19900 data points and a recycle delay of 2 s betwaeh scan.

The second moment dWalues were determined from the analysis of that loe
oscillation observed in FID. The FID were fitted tioe following equation which is a
combination of a sinc function and a Gaussian benau)™” :

a’.t* |sinbt t .
lep (1) = A exp(— > J bt + Bexp(—?) Equation 1

2

In this equation, the parameters A andepresent the contributions of the immobile
and mobile protons, while,T denotes the spin-spin relaxation time of the rfelproton
fraction in presence of the magnetic field inhonragges. The mobile fraction (B) should
display a lower limiting value of ;F around 1.3 x 18 s, which is about 2b and corresponds
to an upper limit of the rotation correlation time of 5.10° s calculated using the
Bloembergen-Purcell-Pound thed#). The fraction called immobile (A fraction) is
characterized by protons withvalues higher than 5 FGs.

The NMR spectrum of the immobile proton fractionassumed to be a rectangular
line shape with a total widthb2 convoluted with a Gaussian line shape with adsteth
deviation given by parameter % 3223 The second momer, of the broad line shape,

which is a measure of the strength of the dipaigractions, is given by >3
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1
M, =a® +=b? Equation 2

Results and Discussion
Structural characterizations by liquid-state and sdid-state NMR spectroscopy

The structure of AXs isolated and fractionated fiwheat flour into three well defined
populations with narrow distribution, was deterngné@rough liquid and solid-state NMR.
The fractions, analyzed using chemical treatmergse (Experimental section) were
characterized by arabinose-to-xylose ratio varymogn 33 to 73 % in agreement with the
chemical heterogeneity of the unfractionated ambjtans from wheat graid¥” **>¢! While
the AX33 fraction is characteristic of AXs origiiay from the aleurone layét®*® higher
substituted AXs (AX53 and AX73) are supposed taesent AXs from starchy endosperm
tissues!*®*8 3738 Their macromolecular characteristics were simildth weight average
molar masses in the range of 177-233 @0nol, and intrinsic viscosities from 260 to 296
mL/g.

The fine structure of the various water-soluble AvActions (Figure 1) was first
studied by liquid-stattH-NMR. The signal assignment was performed usingigiied data
24, 3436, 39 and permitted to calculate the relative proportioh disubstitution and
monosubstitution of the xylose residues in the xybackbone. These proportions estimated
by integration of signals from anomeric protonsg(fFe 2) are listed in Table 1. The
resonance at 5.38 ppm was unambigously assigniw tanomeric proton of the Araound
to Xylp at O-3 position (monosubstitution). The anomeniotgns of two Ar& bound in
position O-3 and O-2 on the same Kylesiduedisplay signals at 5.22 and 5.28 ppm
(disubstitution). No monosubstitution in O-2 pasitiof Xylp has been observed, due to the
overlapping of NMR signals with those of two Ateund to the same Xyf*®! However, this
kind of substitution is few observed for arabin@gs extracted from wheat.

The relative percentage of each form of xylose, uasubstituted (Xy),
monosubstituted (Xyh) on position O-3 and disubstituted on O-2 and O<@d) has been
calculated for each extracted fraction (Table Hje Btructural differences between fractions
supposed to show various A/X ratio, were confirm&de majority of Aré residues were
disubstituted xylose residues (29.3% of the xylaokbone as estimated by liguid NMR,

while monosubstituted and unsubstituted xylosesesgmted 14.4% and 56.3%, respectively,
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of the xylan backbone. The Xyland Xym ratio decreased at the benefit of the ydtio
while the ethanol percentage increased. The sutestit unsubstituted ratio as well as that of
disubstituted / monosubstituted increased from @30.78 and from 0.6 to 2, respectively
while the Ara/Xyl ratio was improved. The same eNion has been observed by Grupgen
al. (1992J°* with a substituted / unsubstituted ratio varyiregvieeen 0.58 to 0.90 and X!
Xylm ratio between 0.7 and 2.5. The splitting of sigofadisubstituted xylose at 5.22 and
5.28 ppm indicated the presence of contiguous digubed residues as already observed by
Grupperet al.(1992§°% and Vincket al.(1993)“%

AX33

AX53

AX73

Figure 2 Liquid-state'H NMR spectra of AX powders diluted in,O at 20°C
AX33 : AX powder with A/X=0.33, AX53 : AX powder i A/X=0.53, AX73 : AX powder
with A/X=0.73
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A/X' Xylu " Xylm" Xyld" A/XS
(%) (%) (%) (%) (%)
AX33 33 76.0 14.9 9.0 20.1
AX53 53 68.1 10.9 21.1 59.5
AX73 73 56.3 14.4 20.3 69.1
AXS3f 67.3

Table 1 Distributions of substituted blocks of xylosyl idises in the three arabinoxylan
populations determined by chemical analyses (aligbyd-state 1H NMR spectroscopy (b)
and CPMAS 13C NMR (c)

Xylu: unsubstituted xylose residues, Xylm : O-3 rasubstituted xylose residue, Xyld : O-2
and O-3 disubstituted xylose residues, AX33 : AXvder with A/X=0.33, AX53 : AX
powder with A/X=0.53, AX73 : AX powder with A/X=03; AX53f : AX film with A/X=0.53

The relative proportion of disubstitution and mamostitution of the xylose residues
in the xylan backbone reflected a non-random poaafsthe biosynthetic mechanisms
favouring disubstitutior?? However, the random or non-random arrangementiogtitution
along the xylan chains is not clearly establish€entative structural models support an
irregular distribution of the arabinose substitgemiith possible blocks of contiguously
unsubstituted Xy, and their proportions and lengths vary accordinthe A/X ratio .24 42
It has been shown that for low-substituted AX (A£X0.3), the regions of contiguous
unsubstituted xylan chains potentially interactetibgr through hydrogen bonding and can
contribute to crystallization between the xylan inka*® For highly substituted AX, the
arabinose side-chains prevent molecular interast@md crystallization between the xylan
chains®® In order to tentatively describe these inter-chaiteractions, solid-state NMR
experiments should be carried out. FirSt solid-state NMR spectroscopy was used to
characterize AX powders and films based on thegassent of carbon signals with
distinguishable chemical shifts associated with gihecosyl moieties and the overall AX
structure. Figure 3 exhibits the CPMAS NMR specifdahe various AX fractions extracted
from white flour and an AX film containing around% of water and prepared with the
AX53 fraction. Based on already published spectraxfylan or arabinan chair& %, the
upfield region around 63 ppm is assigned to C5a@bThe more intense signals from 70 to

80 ppm are assigned to C2, C3 and C5 carbons andothinfield signals between 90 to 120
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ppm are assigned to the C1 carbons. The large &noagl of signals due to the anisotropic
nature of the magnetic interactions observed by NAtiests the solid state of samples but
also a severe signals overlapping. However, theréiit AX fractions exhibited various C1
and C5 patterns in relation to the different chehghifts of arabinose and xylose moieties.
The C1 and C5 of arabinose moieties resonate ridgglgcat 108.4 ppm and 62.3 ppm while

for xylose units, chemical shifts were respectivEll,7 ppm and 63.5 ppm.

(ppm) C-1 C-2 C-3 C-4 -5
Xylose 101,7 74,1 78,2 77.9 63.5
Arabinose 108.4 81.6 77.9 86.5 62.3

Table 2: Assignment (average chemical shifts) of the gyt carbons of arabinoxylans
CPMAS spectra
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AX33

AX53

A

AXT73

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 ppm

Figure 3 Solid-state’®C NMR spectra (CPMAS at 7 KHz and 20°C) of AX powsiand
films of AX53

AX33 : AX powder with A/X=0.33, AX53 : AX powder il A/X=0.53, AX73 : AX powder
with A/X=0.73, AX53f : AX film with A/X=0.53
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Interesting is the signal intensity of the well aggied lines of C1 carbons that can be
related to the A/X ratio determined by chemicallgses (see Experimental section, Table 2)
but that can also be estimated by integrating Gdads of each moieties. The procedure used
to assign and integrate carbons consisted in maitieatly modeling of the spectrum as the
sum of simple curves derived from Gaussian or Lizian functions. Each of these curves
was characterized by its chemical shift, its amgkt (calculated by integration of the
intensity) and the nature of the fitted function.nmnimization algorithm was carried out in
order to vary the different parameters of the maidehs to minimize a mismatch criterion.
Starting with an approximate solution, the fittipgpcedure consists in computing and adding
an increment to try to converge to a local minimgme algorithm used is a constraint
gradient protocol’® The decomposition of the AX53f C1 carbons is shasran example
under its CPMAS spectrum. This simple method iy weseful to characterize the substitution
ratio of the xylan backbone of AXs in solid stafes indicated in table 1, the A/X ratio
determined by this method is very close to theoratbtained by biochemical analyses.
Comparison between the AX53 and AX53f samplesoder and film of AX53, indicated
no differences in chemical shifts but a resolutiomprovement for the film (Figure 3). In
addition, integration of the C1 signals pointed awt/X ratio curiously high compared to the
powder of AX53 (67,3 compared to 59,5), or to timchemical determination. This result is
consistent with NMR data measured on the powderfiémd of B-glucans from barle{®
These authors have shown weak increasingofa&llues within films compared to the powder
in relation to a supposed higher organization dygaxcharides within films. Comparison of
the dipolar interactions between protons of AX;(Wlues) as a function of temperature and

water contents of films is discussed into the rsextion.
Second moment M of proton dipolar interactions in AX films

As already shown in previous studies comparing AXIf8s to BG filmd®®, the free-
induction decay (FID) indicated an oscillation @ibeat) of the NMR signal arising from
residual local order within the samples (Figure®)is damped sinusoidal or beat pattern has
also been depicted in glassy oligosaccharides d®se&?3! maltodextrins with different
dextrose equivalefi?! or starcH>®*Y This short-range local order reflects strong dipol
interactions between the protons of the rigid congmb of films. The sinusoidal pattern
became less pronounced as the water content aneniperature increased.
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Figure 4 FID signals of AX33 films at different relative midity RH measured at 20°C and
80°C (only at RH=11 %).
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Weinterpreted this observation as a decrease oftteagth of dipolar interactions in
the arabinoxylan-water blent8.%? To go further into the impact of water and tempee
on both the anisotropic mobility and the strengtidipolar interactions between the protons
of powders and AX films, the FID signals have bé&#ed according to Egs. (1) and (2). As
observed on Figure 5, Mvary with temperature as already shown for theiouar
carbohydrate materials in their glassy stté? 5>>3IFor the various AX samples measured
at different RH, M values varied from 10.3 foadf.s? (-40°C) to 0.37 18radf.s? (+80°C).
For each structure of AX, second moments déininished as the temperature and moisture
were increased which indicated lower proton dipdaength due to an increase in the
mobility and/or average distances of the polysagdhgrotons®® 3 As explained by Ying
et al. (20115%, two phenomena could explain a drop in &sociated with weaker dipolar
interactions : (i) an increase of the proton disegnand/or (i) an improvement of the
anisotropic mobility of the polysaccharides chaifisese two hypotheses are valuable in our
case. In particular, an interproton distance gaplbeaexplained regarding the polysaccharides
structure. AX are branched polymers of xylose coing in the present work, 33%, 53 or
73% of arabinose substituents which are bound kaseyresidues in position O-3 or O-3 and
0-2 9 The sterical hindrance of the arabinose branchtpaian assess larger interproton
distances as the arabinose level increased. Ths&aaks could enlarge as the anisotropic
mobility of the polysaccharides increased with seriof the temperature or moisture.
Moreover, the interactions between the chains o7 3Xvithin films should be weaker than
between AX53 and AX33. Indeed, the arabinose residshould interact strongly and
preferentially with xylose residues than with otheabinose substituents of close AX chains.
These arguments are consistent with the work ofeHatial. (2008§® which showed that for
low-substituted AX (A/X< 0.3), the regions of contiguous unsubstituted xytdains
potentially interact together through hydrogen bogdand can contribute to crystallization
between the xylan chains. However, X-ray diffractad the three films of AX have displayed
amorphous structures (results not shown) which md exclude interactions between
polysaccharide chains. Finally, distances betwd®ins are likely much greater than local
covalently bonded neighbors into the residuesgfoee the effects of motions would seem to
be the main cause of the drop in.M

At certain temperatures (referred to ag)I a consequent change in the linear slope of
M, versus temperature was observed. A comparisdmedslopes of the linear variation obM

versus temperature indicated changes which depetitkecstructure of AX.
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Figure 5 Second moment Mas a function of temperature for films made of 848), AX53
(A) and AX73 ¢) at RH=11%, 59%, 75% and 91% as indicated on digur
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The transition temperatures ofoMIv, as well as their glassy-rubbery transitiory (T
determined by DSC) are compiled in Table 3 showiregeffects of both water content and
structure of AX relative to temperature. In the bbaky state, so for temperature higher than
Tg, the protons of the polysaccharides (exchangeabtl non-exchangeable) as well as the
polysaccharide chains become very mobile which éedithe melting of the hydrogen-bond
network and then a significant decrease in Mowever, in the glass state, some differences
in the Ty2 values and the transition temperatures deternbyeldSC were observed. For low
hydrated samples (RH=11%), second momepnoMAX are close and fluctuated within the
same range between 10.3%1@d".s? and 5.53 18 rad’.s? as the temperature was raised. A
transition temperature of around 0 °C was obsefoethis low hydration state while the, T
(glass transition temperature determined by DS€,Table 3) could not be determined for
this hydration state and was assumed to be higtaer 100 °C. As argued by Ying et al.
(2011)?® in case off-glucans films, this transition temperature at Orf@y be due to a
loosening of the intra-molecular dipolar interanso between the protons of the
polysaccharides above 0 °C. For RH 57 and 75%atans of M are close but a net
breakdown is observed above 50°C for RH=75%. Tiassition is close to the Tg values
which varied from 56 to 59°C comparing the varistisictures of AXs (Table 3). A higher
moisture within films (RH= 91%) induced more proncad discrepancies beyond 10°C with
an important decreasing of the, Malues for the various AX. A net transition watiraated at
around 60 °C for AX films prepared at RH=91%, whisttlose to the dvalue of 56-59 °C
determined by DSC for RH 75%. An additional trasitat around -5 °C was observed for
AX73, which is also close to theyValue of -6 °C determined for this film. The segon
transition of My around 20°C determined for AX33 and AX53 filmsRd 91% is difficult to
argue relative to § however the hypothesis of a hydration heteroggmeia dehydration of
films can be pointed out®

Figure 6 shows the ratios of the mobile (B) and wobite (A) proton fractions
(determined in equation 1) as a function of temjpeeawithin films hydrated at 11 and 91%.
There was no evidence of an increasing of B/A betwd0°C and 0°C whatever the films at
RH 11%. A slight increase is observed for positemperatures. At RH=91%, the ratio B/A
was nearly constant above 0°C up to 20°C for AXi38 AX53 films.
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Figure 6 Ratio of the mobile (B) and immobile (A) proton dtemns as a function of
temperature for AX33 (triangles), AX53 (squaresX78 (circles) films at RH=11% (open
symbols) and 91% (filled symbols).

RH (%) water content (%) T, (°C) T Mz(°C)
L

11% 4.2% nd 5
59% 15.29% 83 nd
AX33 75% 18.3% 56 " 50
91% 20.1% 7 20,60
119% 4.2%, nd = 5
59% 14.4% 85 nd
AXS3t 75% 18.0% 58 7 40
91% 31.7% 12 20,60
11% 3.5% nd = 0
59% 14.0% 82 nd
AXT73f
75% 17.8% 56 60
91% 34.2% -6 (-5) : 60

Table 3 Values of the glass transition temperature Tg &medttansition temperature of M
(TMy) for AX films at different relative humidity (RHorresponding to different water
contents.

AX33f : AX films with A/X=0.33, AX53f : AX films with A/X=0.53, AX73f : AX films with
A/X=0.73
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However, the B/A evolution for AX73 filntsydrated at RH=91% indicated clearly an
increase of B/A around —-5°C while for the othemfl (AX33 and AX53) B/A rises at
temperature around 20°C. These transition temp@sitare close to they Df films in this
hydration state (Table 3). This result shows thatva T, the motion of the polysaccharides
chains in rubbery state, was so high that it infbexl the mobile/immobile proton ratio and

then the decreasing of M

Conclusions

This work points out the contribution of NMR sp@stitopy for the characterization of
the structure of arabinoxylans extracted from wHhaers. Using different methods of high-
field and low-field NMR spectroscopy, we were albde precisely compare different fine
structures of AXs and to study their behaviour with solid material like flms at various
water contents. Interactions between polysacchasiiens were investigated through the
measurement of the proton dipolar second momeantatMarious temperatures in relation to
the glass transition of films. The transition temgberes measured by NMR, which is
sensitive to high frequency motions, correlated! weth the Ty values measured by DSC.
The results are consistent with stronger dipolgeractions between the protons in the lowly
substituted AX films compared to the highly suhgét chains of AX. AX33 chains are
supposed to form a more compact structure with lsmabnopores than AX53 and AX73,
due to lower motions of chains and/or the shonterage distances between the AX33 chains.
The different interaction strength observed betwgagsaccharide protons within films made
with AX of various structures are of major importann the context of the understanding of
cereal grains properties and uses. Heterogeneitgproposition (AX ratio compared to other
polysaccharide content) as well as various strestf AX (A/X ratio) were observed in
endosperm tissues, but the impact of this compositi and structural heterogeneity on
interactions with water or other components is wvkm Understanding of the impact of AX
structures and organisation on their use into warie@chnological processes such as milling,
baking or brewing is also important for industrial® complement these NMR investigations
some mechanical studies of films formulated withos amount of AX exhibiting different

structural features are in progress.
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Role des arabinoxylanes et dg¥-glucanes dans I'assemblage et les propriétés dexqis de I'albumen des grains
des cécéales

Les arabinoxylanes (AX) et les-43)(1—4)-3-D-glucanes (BG) sont les principaux composantpdsss cellulaires
de l'albumen amylacé du grain de blé. Des variatipasiales et temporelles de la structure de ces pobgwd de leur
organisation dans la paroi sont observées. Toutefoidle de ces différents polysaccharides et I'impletces
variations sur l'assemblage pariétal et les proprié&ss pirois sont mal compris. L'objectif de ce travaiété
d’explorer les propriétés d’hydratation, de porosité étaniques de films d’AX et de BG mimant I'organisatet la
diversité structurale des polyméres des parois. Quattkodes de caractérisation ont été utilisées dansitiel®
mesurer des paramétres de mobilité, de diffusion, déanten et de résistance a la rupture en fonction tenkeur en
eau et de la composition des films en polysacchsrides isothermes de sorption et de diffusion, la RdbE champ,
la microscopie (AFM, MEB) et des mesures en mécanigeg.résultats montrent que la diffusion de I'eau aetrav
les films varie selon la structure des polysacchamddé®paisseur des films. Les interactions entreclesines de BG
sont plus fortes ce qui se traduit par une microporatefilms plus faible et ainsi une plus grande résist a la
rupture des films. Plus les chaines d’AX sont suloégis, plus les interactions entre AX sont faiblesrédrouve cette
tendance dans les films composites constitués &Ade BG. Plus le taux de substitution des AX augmemnoins les
films sont homogenes et moins ils sont extensiblss travaux démontrent l'impact significatif du deglé
substitution des AX sur les propriétés d’hydratatiormécaniques des films composites, propriétés que geut

mettre en lien avec les variations structurales obsgmé@iveau des parois cellulaires de I'albumen dimgra

Mots clés arabinoxylanes, beta-glucanes, films de polysaddtsr RMN, parois cellulaires, endosperm, diffusion de

I'eau, mobilité des molécules
Role of arabinoxylans andB-glucans on the assembly and properties of endospercell walls of cereal grains

Arabinoxylans (AXs) and (3)(1—4)-B-D-glucan (BGs) are the main components of the calllsvof the starchy
endosperm of the wheat grain. Spatial and temporadti@ns in the structure of these polymers and theirmizgéion

in the wall are observed. However, the role of theslgsaccharides and the impact of these variationtherwall
assembly and properties are not understood. The olgeatithis study was to explore the hydration, poyoaitd
mechanical properties of AX and BG films used as n®dethe organization and the structural diversitypofymers

of cell walls. Four methods of characterization weredu® measure parameters of mobility, diffusion, intésacand
tensile strength as a function of water content ddpolysaccharide composition of films: sorption higoins and
diffusion, low-field NMR, microscopy (AFM, SEM) and meafical measures. The results show that the diffusion o
water through films depends on polysaccharide’s stracind film’s thickness. Interactions between BG mhaire
stronger which results in a lower microporosity of tHedi with a greater tensile strength. The more AX chaies
substituted, the weaker are the interactions betwe¢rcheains. This trend was also found for the compoidites
made of AXs and BGs. Higher is the substitution degsé AXs, less homogeneous and less extensiblehare t
composite films. This work demonstrates the signifidepact of the degree of substitution of AXs oa tiydration
and mechanical properties of composite films, propettiascan be related to the structural variations oleskirv the

cell walls of grain endosperm.

Keywords: arabinoxylans, beta-glucans, polysaccharide filmidR\cell walls, endosperm, water diffusion, molecule

motion
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