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Introduction Générale

Depuis quelgues années maintenant, les expertssgnédl’épuisement des ressources
pétrolieres. La baisse de la disponibilité du gétemtraine la flambée de son prix et la hausse
du tarif de tous les produits dérivés. De ce faitdes enjeux majeurs de la chimie actuelle est
le remplacement des produits dérivés du pétrole ges produits dont l'origine est
renouvelable, des carburants aux synthons de fai€lirganique, en passant par les matériaux

plastiques.

Par ailleurs, I'essor de l'industrie depuis la fia la seconde guerre mondiale a été tel que la
guantité de gaz a effet de serre dégagée dansobkaptmre commence a provoquer les
modifications climatiques que I'on connait : récifi@ment global de la planete, fonte des
glaciers, augmentation du niveau des océans... Roayer ce phénomeéne, sous I'égide des
Nations Unies, différents accords (Rio de Jandfypto...) ont été signés par une grande
majorité de pays industrialisés afin de diminuer éenissions de gaz a effet de serre. Ceci a
pour conséquence de modifier trés singulieremeaqpfoche de l'industrie par rapport a
impact de ses activités. Il faut désormais répendux mémes besoins en respectant
'environnement. Concernant les matériaux une \wigrivilégier est I'utilisation des agro-
ressources comme matiere premiére puisqu’elleselitbdors de leur destruction le carbone
gu’elles ont consommé initialement pour leur dégpkment.

Parallelement a cela, dans les années 90, la Clygmey#adenne, région agricole par
excellence, a été confrontée a une surproductioellgsouhaitait valoriser. De ce fait, en
1994, sous limpulsion de la Chambre d'Agricultuce la Marne, coordonnés par
Europol’agro, l'université de Reims Champagne-Arte et des industriels de la région ont
lancé un programme de recherche visant a la vataisnon- alimentaire des agro-ressources,
appelé «nouveaux matériaux d’emballages biodégteslaissus de matiéres premiéres
végeétales régionales ». L'un des objectifs étadtudlier la faisabilité de nouveaux matériaux a
partir des polymeéres naturels. Ce projet a étéi nv2000 par le programme AMIVAL,
concentré exclusivement sur la valorisation de ilm. Une tache du programme AMIVAL
fut de se concentrer sur ['établissement de relatioformulation/propriétés et
structure/propriétés. Il est donc apparut que détenatique de recherche s’est retrouvée en

adéequation avec la problématique actuelle. En ,eHfiajourd’hui, de nombreuses équipes



tentent d’améliorer les propriétés des matériawxigines naturelles afin de substituer a terme

une partie des matériaux d’origines fossiles.

Ce travail de thése s’inscrit donc dans ce programillVAL. L’'étude concerne I'amidon
matériau et ses propriétés meécaniques. Intrinsegpignelles sont faibles par rapport aux
matériaux plastiques actuellement utilisés. Sesnleg sont essentiellement dues a une forte
affinité pour I'eau que ses hydrates de carbonetiatifs lui conféerent, un temps de vie trés
court lié a une forte capacité a recristalliseerdin a la structure méme de I'amylopectine, son
principal constituant macromoléculaire. Apres deurogrammes CPER, les laboratoires
participant au projet ont acquis une expériencemage dans le domaine des amidons
matériaux. Différentes stratégies ont été misescemvre pour moduler les propriétés

meécaniques a rupture :

- Laréalisation d’esters d’amidon (limitation deydrophilie et plastification interne)

- La photoréticulation (générant un réseau tridisi@mel faiblement réticulé)

- La realisation de mélanges de polymeres hydreghni/drophiles et
hydrophiles/hydrophobes

- La modification de la nature et du taux de pfastt s’appuyant sur des modéles

d’interaction

Il ressort globalement que les propriétés mécasi@iteintes via des stratégies quelquefois
complexes peuvent étre beaucoup plus simplememnobs en modifiant le taux et/ou la

nature du plastifiant. A partir de ce résultat wagte des propriétés mécaniques a rupture
exprimant la contrainte en fonction de I'allongemanpu étre proposée. Cette carte met en
évidence une zone de propriétés, dans laguelletoourve I'ensemble des matériaux amylacés

produits, superposable a la « courbe référenceptadéfication.

L’objectif de ce travail a donc été de produire destériaux dont les propriétés mécaniques a
rupture s’éloignent de facon significative de cettmurbe référence ». Pour ce faire, ce travail
de thése s’est principalement basé sur une hypmotH&gigmentation des interactions longues
distances entre les chaines doit permettre d’'ameélites propriétés. Ceci implique la

réalisation de macromolécules dont la longueur 'ehchevétrement des chaines sont

augmenteés. Ces caractéristiques peuvent permietiterition d’un réseau orienté.



Dans ce mémoire sera d’abord proposé un rappéésyoropriétés générales de I'amidon puis
les facteurs influencant les propriétés mécaniguagture des matériaux amylacés. Dans un
second temps, seront présentées les différenteslatioths de structure que nous avons
apportées aux amidons pour ensuite proposer urlgsandes comportements mécaniques

observés sur ces amidons modifiés.
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l) Lamidon

Dans le monde végétal, I'amidon est synonyme dervéstnergétique. En effet, qu'’il s’agisse
de Iégumineuses, de céréales ou de tuberculesutaesd’énergie est toujours I'amidon. Il
s’agit principalement d’'un mélange de deux famidsomopolymeéres di-D-glucopyranose
de conformatioriC, (thermodynamiquement la plus stable) liés soitdearliaisonsi(1-4) soit
par des liaisons(1-6) : 'Amylose et ’Amylopectine. Elles ne difféent que par le nombre de
branchements(1-6) présents et par leur structure primaire. lykrse est une macromolécule

« linéaire » tandis que I'amylopectine est ramifiée

Figure 1 : a-D-glucose de conformatidiC,

Par ailleurs, selon I'origine botanique de I'écliléort d’amidon étudi€, on ne retrouve pas le
méme ratio amylose/amylopectine, cette observationcernant d’ailleurs aussi quelques
composés tres minoritaires tels que les lipidesptetéines ou encore les phosphates. Une des
particularités de I'amidon réside dans sa structuresein méme de la plante puisqu’il est
organisé sous forme de grains qui peuvent avofeéreifites tailles mais aussi différentes

formes.
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Amidons amylose lipides protéines cendres phosphore
mais normal 28 0,65 0,3 0,1 0,015
mais cireux <1 0,23 0,1 0,1 0,003

mais riche en 65-70 1,11 0,5 0,2 0,03
amylose
blé 25-28 0,24 0,33 0,3 0,05
pomme de 19-22 0,09 0,05 0,3 0,04
terre
pois lisse 33-35 0,19 0,18 0,05-0,22 0,04

Tableau 1 : Composition de différents amidons emge en % d’amidon s€t

1) Composition chimique

a) L’amylose

L’amylose est I'un des deux polysaccharides carestit I'amidon. Il s’agit d’un polyholoside
essentiellement linéaire de glucose puisqu’il pdesaoins de 1% de branchemafit-6) 3!

Par ailleurs, les chaines d’amylose ont un Degi@algmérisation (DP) dépendant de I'origine
botanique, qui en moyenne est de 3B0mais sous ce nombre se cache une trés grande
polydispersité avec des chaines pouvant aller @ea30d unités glucoses. Ainsi, la masse
molaire moyenne de I'amylose peut aller de 3,2xgifhol pour un amylose de mais a 1,05x10

g/mol pour celui du manid®.

OH }
(@]
o OH
/% O 3 OH
HO HO OH q_| O 0]
') OH
0 HO

OH
o Ho OH "OH

a-1,4 |,

Figure 2 : chaine d’amylose

12



L’'existence de ces chaines linéaires ainsi quiexébilité induite par les liaisons(1-4) donne

a 'amylose la capacité de complexer de nombreunsalgcules hydrophobes telles que de
petites chaines hydrocarbonées de type butdnalcides gras, I'iode moléculaire ou encore
des agents tensioactif& Cette complexation implique une structure paliice de la chaine
d’amylose. Lorsque l'on place en solution ce type rdolécules et de I'amylose, il y a
instantanément un arrangement en hélice de laelghiicidique créant une cavité hébergeant
la molécule hydrophobe. En effet, lors de la fororatde I'hélice, tous les hydroxyles en
position équatoriale des glucoses se trouventxaéfeur de I'hélice et de ce fait se crée, au
coeur de celle-ci, une cavité hydrophobe de 4,5 Alidmeétre capable d’accepter de petites

molécules.

Figure 3 : Complexation d’un acide gras par I'amg#d’

C'est dailleurs grace a cette capacité de compiexaque I'on peut caractériser
analytiquement I'amylose. La complexation de liot@léculaire par I'amylose (jusqu’a 20
mg d’iode pour 100 mg d’amylose), donne naissancme entité colorée dont Pgnax est
fonction de la taille de I'ion polyiodo-iodure aeils de la cavité, et est compris entre 620 et
640 nm'®. De cette maniére, on peut remonter a la longomeyenne des chaines d’amylose

d’un échantillon.

13



b) Amylopectine

L’amylopectine est le composant majoritaire de I@dmm puisqu’il représente en moyenne 70 a
80 % de I'amidon sec. Cette macromolécule est, tomtme I'amylose, un homopolymeére
constitué de glucose majoritairement liésiéh-4) mais comptant 5 & 6 % de liaisar{-6)"

, ce qui lui confére une structure primaire ranafi€ette structure, au nombre important de
chaines reliées les unes aux autres par les l@is(n6), de 180 & 1800 par molécii¥,
engendre des masses molaires moyennes beaucoulplges que celles de I'amylose,

variant entre 10et 10 en fonction du cultivaf.

HO 0 N\ oH
o
O HO le]
0 a-1,6
| o oH oR
\\ o o] 0-1,6
. OH
o OH o
o Ho OH N O
a-14 OH
. Ho oo OH “OH

Figure 4 : Amylopectine avec les branchemeris6)

A ce jour, aprés de nombreux modeéles envisdgés®! le modéle du cluster (grappe) est
considéré comme le modéle le plus représentatif f[Fpoagommunauté scientifique travaillant
sur la détermination structurale de I'amylopectiAg.sein de 'amylopectine, on différencie 3

types distincts de chaines :

- Des chaines courtes S (short) de DP moyen 15-20
- Des chaines longues L (long) de DP moyen 40-45
- Des chaines de DP moyen supérieur a 60

Les chaines ayant un DP supérieur a 60 sont beaunoins nombreuses que les deux autres.

En fonction du cultivar, c’est le rapport L/S quarie. Dans les tubercules, le ratio est de 5

tandis qu'il est plutdt de 8-10 dans les cérédids?!
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Figure 5 : Différents modeles proposeés par (1) Hetva2) Staudinger, (3) Meyer, (4) Meyer

version du clustér

Dans le modeéle du cluster, Robin montre que damsidedes amylopectines de mais, chaque
chaine L porte 1,44 grappes constituées de 3,28e&h&. En outre, chaque grappe est séparée
de la suivante par en moyenne 22 glucéSésCeci montre bien que le nombre de chaines
courtes S est plus important que celui des chaloegues. De ce fait la capacité de
'amylopectine a complexer I'iode moléculaire esttament moindre que celle de 'amylose.
Elle ne peut fixer qu’au maximum 1 mg d’iode po@0OIng d’amylopectine et conduit a un
Amax Situé autour de 540 nffl. Une deuxiéme propriété engendrée par ce rapgsrest le
faible taux de dégradation ppramylase. Cette dégradation est quasiment égal®% Hans

le cadre de I'amylose tandis qu’elle ne dépass&@a0% pour 'amylopectine.

c) Le matériel intermédiaire

Ce qui est communément appelé matériel intermé&diest un matériel qui posséde des
propriétés intermédiaires entre celle de 'amylfs@tion importante de I'iode moléculaire) et
celle de 'amylopectine (faible pourcentage de dégtionp-amylolytique)?. On explique la
capacité de fixer I'iode par un rapport L/S faidlen’y a pas, comme dans le cas de I'amylose,
de longs complexes avec de grands ions polyiodorésdmais un nombre important de petits

complexes. Pour la méme raison, le matériel intdian@ est plus sensible a ffaamylolyse
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gue I'amylopectine mais moins que I'amylose, é@onné que son taux de branchement est

supérieur a celui de 'amylose.

Par ailleurs, encore une fois, la quantité de reténtermédiaire dans les amidons est
dépendante de I'origine botanique. Dans un amidooé&téale ou de tubercule, dans lequel le
taux d’amylose est compris entre 20 et 30%, on rebsane faible proportion de matériel

intermédiaire de 'ordre de 5 a 7%, tandis qu’ilipatteindre un taux supérieur a 10% pour un

cultivar possédant un fort taux d’amylose tel gakiicdes légumineuses comme le pois fidé
16]

Ce qui semble ressortir du peu d’études dont le&nghtintermédiaire a fait I'objet, est gu'il
pourrait s’agir en fait d’'une amylopectine qui aurancontré un dysfonctionnement dans sa
biosynthese. Par conséquent, puisqu’on le retrenvgrande quantité dans les amidons dont la
proportion en amylose est élevée, il s’agirait &t d'un amidon pauvre en amylopectine et

non d’un amidon riche en amylose.

2) Structure cristalline des amidons

a) Le grain d’amidon

Au sein des plantes, I'amidon synthétisé est staiés forme de grains. En fonction du
cultivar, les grains n’ont pas les méme caractgtiss morphologiques. En effet, la position du
hile ainsi que la forme (sphérique, lenticulaire malyédrique par exemple) du grain sont
déterminées genétiquement. Globalement le graimrestentité semi-cristalline extrémement
ordonnée a différents niveaux et difféerentes éebelllont la taille est comprise entre 1 et 100
pum. Il présente une cohésion radiale covalenteespandant a I'axe longitudinal des

macromolécules et une cohésion tangentielle corafliéx
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zone cristalline

zone amorphe

hile

Figure 6 : Ultrastructure cristalline d’un grain @midon{*®!

Ces différentes zones cristallines sont séparéeslsaites marquées entre elles par des zones
completement désordonnées, amorphes. French en &®ra du modele de «fringed

micelle » ou « micelles frangée&$,

domaine ordonné

domaine désordonné

Figure 7 : modéle de fringed micelle

b) La zone cristalline

La zone cristalline est quasi exclusivement camégit d’amylopectine mais il en existe
plusieurs formes. La diffraction des rayons X mentexistence de 4 allomorphes A, B, C et
V, la structure V étant issue de la complexationlanylose de molécules hydrophobes telles
gue le butanol, l'iode ou le thymol. Le type A esiractéristiue des amidons de céreales
tandis que le type B est plut6t caractéristiqueateslons de tubercules, d’amidons rétrogradés
ou de céréales riches en amylBd_e type C est quant a lui caractéristique desrtégeuses

et son diffractogramme correspond au mélange deslites A et B.
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Figure 8 : Diffractogrammes des deux allomorphe=t B

Les chaines linéaires atD-glucose s’organisent sous forme de doubles hétioesptant 6
unités anhydroglucoses par tour. Chaque hélicpagatiéle a sa voisine avec un décalage d’'un
demi pas dans I'axe de I'hélice. En fait les dellanaorphes A et B ne different que par leur
agencement au sein de la malille cristalline. Lee typ correspond a une maille de type
monoclinique (a=2,124 nm, b=1,172 nm, ¢=1,069 yrt23°) tandis que le type B correspond
a une maille hexagonale (a=b=1,85 nm, c=1,4 nmg butre différence majeure entre ces
deux formes est la quantité d'eau que la mailletieah En effet, dans une maille
monoclinique d’amidon, 4 molécules d’eau sont fsxéandis qu'une maille hexagonale en
compte 36. Ainsi, une forte humidité et une tempgeabasse engendre principalement la
formation de l'allomorphe BA contrario dans le cas de la pousse d'un cultivar & une
température élevée et une humidité relative failikdJomorphe A est majoritairement

synthétisé.
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Figure 9 : Structure tridimensionnelle et planel@lomorphe A avec les molécules d’eal (
[20]

Figure 10 : Structure tridimensionnelle et planelddomorphe B avec les molécules d’eau
(),

c) La zone amorphe

Il nexiste pas de limite bien marquée entre lesezo cristallines et amorphes car des
macromolécules participent alternativement aux detases. La proportion de la zone
amorphe au sein du grain est mal connue et dépentrijine botanique et de la quantité

d’eau au sein du grain.
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Quoi gqu’il en soit, dans ce travail nous avonsatenés a déstructurer les grains d’amidons
avant de faire quelques modifications que ce $aitt pour de la sélection que pour de la

modification chimique/enzymatique des macromolésule

3) Propriétés hydrothermiques

Que ce soit pour la cristallinité des amidons audepropriétés thermiques, I'eau joue un réle
majeur. En effet, a température ambiante les gdiarmidon sont insolubles. Par contre a des
températures plus élevées, le grain d'amidon vaguagar différents états caractéristiques
successifs. A température ambiante, I'humidité tineda de I'atmosphére influe sur la
cristallinité ce qui montre bien la perméabilité ghain vis-a-vis de I'eau. C’est le phénomene
de sorption. Des que l'on atteint une températweissnant 50-60°C, le phénoméne
d’empesage se produit. Enfin, en revenant a terpérambiante, il y a gélification par

rétrogradation de I'amidon.

a) La gélatinisation

Lorsque les grains d’amidons, en présence d’unses@au, sont chauffés a une température
suffisante, de I'eau pénétre en masse et engemdgonflement de ceux-&2. Par la suite
lorsque le chauffage se poursuit, débute une &k des molécules d'amylose qui
s’échappent du grain. Jane et Shen ont montréegue petits » amyloses étaient libérés plus

123 24 tandis que pour avoir une dispersion totale, y misncelle des amyloses

facilemen
participant a la cristallisation de I'amylopectiniefallait parfois atteindre des températures de
90°C [ 24 Encore une fois, la température a partir de lbgue dispersion des amyloses
commence est fonction de l'origine botanique ettype de cristallinité présente au sein du

grain.
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Origine botanique

Température de gélatinisatior) (1C

Blé 50-80
Pomme de terre 55-78
Mais cireux 64-82
Amylomais 66-120

Tableau 2 : Evolution de la température de gélattion en fonction du cultivér’

Au final, cette étape de dispersion a lieu danstervalle de température de 5 a 15°C selon le
cultivar, mais dans un intervalle de 0,5 & 1°C paoor grain®®. Pendant cette étape de
dispersion, une perte de la cristallinité au saingdain se produit, il s’agit de I'empesage.
L'état final est appelé empois d’amidon. L’'obtentia’empois d’amidon est donc une
déstructuration irréversible du grain conduisanha solution comprenant des granules gonflés

(fantdmes de grains) et des macromolécules saébsi. Ces macromolécules solubilisées

étant principalement des amyloses, la caractéisatis empois par l'iode parait logique.

Empiriguement il est facile d'observer la transitientre I'étape « grains insolubles » et I'étape
« empois d’amidon ». A I'ceil effectivement, on vdat solution se troubler puis apparait la
solution blanchatre, plus visqueuse dénommée enfpeite propriété de viscosité croissante

en présence d'eau a température moyennement ékstéeitilisée dans le domaine de

I'alimentaire en tant qu’épaississant ou gélifiant)

gorifllement

R |

dispersion
e
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Figure 11 : Evolution d’un grain en fonction detempératuré’
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Pour suivre le changement d’état de facon plusigged existe deux meéthodes. La premiére
consiste a regarder au microscope la biréfringelesegrains sous lumiére polarisée. Dans ce
cas pour un grain normal, une croix de polarisatovaix de Malte) est visible a I'état initial et
lors de I'élévation de température, celle-ci digfaraccompagnant la diminution de la
cristallinité au sein de l'architecture granulailea deuxieme méthode, plus analytique,
consiste a suivre par analyse enthalpique diff@admt(DSC) les températures initiales et
finales de gélatinisation. Celles-ci sont déterregn@ar lecture directe des thermogrammes
présentant une endotherme délimitée par les temupésacaractéristiques du cultivar et dont la
surface correspond a l'enthalpie de gélatinisatioa. cette facon, Zobel a montré que la

diffraction des rayons X corrélait les résultatseniis par DSE®!.

b) La rétrogradation

Selon Buléon et collaborateurs, la gélatinisatien’dmidon correspond au passage d’'un état
cinétiquement métastable & un état instable, ochiakes se réorganiséhtC'est lorsque I'on
redescend en température que I'amidon gélatinis€aganise, ou plus précisément que les
chaines d’amylose et d’amylopectine se réorganiseite elles pour qu’énergétiquement
'ensemble soit plus stable. En effet, les chaiagses étre sorties du grain, se recombinent
sous forme de double hélice mais de maniére atéala recristallisation se fait de proche en
proche. Cette recristallisation inévitable des emipamidon lors de leur retour a température
ambiante est le phénomene de rétrogradation.

Nucléation Cristallisation

:‘EEE——F —_—
k!

Pelote Double hélice Doubles hélices agrégées
Figure 12 : Principe de la recristallisatid]
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De ce fait, la solubilité de 'empois diminue pduralement donner un gel blanc et opaque,
mélange d’amylose et d’amylopectine, plus ou meiegueux?”. Dans le gel d’amidon, s'ils
sont en concentration suffisante (respectivementel%0%) I'amylose et I'amylopectine, ne
recristallisent pas a la méme vitesse. L'amyloseristllise plus rapidement que
'amylopectine. Ring a démontré que cette difféeede temps de recristallisation entre les
deux familles de macromolécules est due aux chaled3P moyen de 15 de I'amylopectine
qui sont les seules a subir cette transformati@s @ranchements étant des freins a la
recristallisatior®®) tandis que les amyloses plus mobiles peuvent reeristallisef?®. De ce
fait, le taux de cristallinité entre les différemteones, soit riches en amylose soit riches en
amylopectine, entraine une différence majeure tessempératures de fusion de ces zones.
Bien évidemment, les zones riches en amylose sqlast cristallines que celles riches en
amylopectine. Par conséquent I'énergie nécessaue yompre la cristallinité sera beaucoup
plus importante dans le cas des zones riches etosanyl s’en suit, de fait, une différence
dans les températures de fusion (Tf) de ces diftésezones. La Tf dans une zones riche en
amylose sera de l'ordre de 120°C tandis qu’ellsstntgie de 45°C pour les zones riches en

amylopectiné®.

Avec les facteurs de concentration et de tempstayam influence sur la recristallisation des
empois d’amidon, un autre facteur majeur dans Enpmene est la quantité d’eau contenue
dans le gel. Par ailleurs, comme montré précédemrdens molécules d’eau entrent dans les
mailles cristallines de I'amidon et leur nombreigagn fonction du type de maille. Pour voir
une rétrogradation efficace et rapide, un tauxu@@40 a 70% est nécessaire et il y a toujours
formation d’une maille de type B. L'eau joue leed@e plastifiant pour le matériau formé.
C’est donc a partir de substrats présentant urstaimité B que nous avons été amenés a

travailler.

Le dernier facteur important dans ce phénomeéneedsastallisation est la température. En
effet, en fonction de la température choisie, uwyra naissance plus ou moins facile de la
cristallinité et par suite une plus ou moins bopr@pagation de cette cristallisation le long des
chaines. Il est bon de noter que I'amylopectinkaetylose sont incompatibles en solution. I
en résulte, a des températures inférieures a A€ séparation de phase polymére-solvant
avec des zones composees a 70% d’'un des deux pefneenprisonnant I'autre sous forme

de gouttelettes de polymétd.
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Amylopectine

Cristallites
d'amylopectine

Grain d'amidon gélatinisé
enrichi en amylopectine

Figure 13 : Schéma d'un gel d’amidon recristallfé

C’est selon cette disposition que peuvent naitsecdstaux dans le gel. Ensuite viendra ou non
la propagation de la cristallinité. Chaque polymeurel ou non, possede une température a
partir de laquelle la mobilité (translationnelle oatationnelle) des macromolécules est tres
restreinte. Cette température caractéristique estnmée Température de transition vitreuse
(Tg). Pour T<Tg, le matériau se trouve a I'étaterik et & ces températures les chaines ne
possedent que trés peu de mobilité, ne permettantrgs peu la formation de cristaux, et en
tout état de cause, ceux-ci ne se propagerontha@ascontre pour Tg<T<Tf, le matériau est a
I'état caoutchoutique. Dans ces conditions, leSrmdsaposseédent une réelle mobilité. De ce
fait, il y aura naissance et propagation de laaltisité du polymére. Il est bon de noter qu’en
outre, la Tg est dépendante du taux de plastifiedgent au sein du matériau, I'eau dans le cas
présent®?. Pour un amidon sec, la Tg est de 227°C tandiemgptésence de plus de 30%

d’eau, la Tg se situe autour de 643¢

¢) L’amidon matériau

L’amidon en tant que tel ne peut étre considérénsernn matériau puisqu’il se trouve sous
forme de poudre, une fois qu’il est extrait et paride la céréale, du tubercule ou de la

Iégumineuse dont il est issu. Intrinséquement, imm ne possede pas de bonnes propriétés
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meécaniques a rupture et doit étre au préalabldifpdadl peut par ailleurs étre formulé avec
différents additifs tels que des fibres ou des alyrpéres. Les matériaux amylacés peuvent
alors étre mis en ceuvre soit par casting soit xanson.

a) Le casting

Cette méthode, de loin la plus simple a mettrelacepa I'échelle du laboratoire avec tres peu
d’équipement, consiste a mettre de I'amidon entgoly a température élevée, avec les
différents additifs nécessaires, selon une forrmaratonnue et préétablie afin d’obtenir un
film 4. Dans le cas du casting, la méthode la plus éilisst celle qui utilise un réacteur sous
haute pression. Ainsi, sous pression élevée etsathéoe inerte & 120-140%€ *! 'amidon

est solubilisé et mélangé avec les additifs. Lateml obtenue est par la suite coulée dans un
moule afin de faire évaporer le solvant (I'eau} sotempérature ambiante soit a température
plus élevée € 70°C) pour accélérer le processus sans toutefoiguer de bulles ou encore

une recristallisation trop importante du matériau.

) L’extrusion

Cette méthode d’écoulement forcé du matériau dd’a’'une ou de deux vis d’Archiméde au
travers d'un fourreau chauffé a une températurdrgld®e et sous forte pression permet la
gélatinisation, la plastification et enfin I'obteot du matériau amylacé a la sortie de
'extrudeuse en un temps beaucoup plus court go'daeméthode de casting. Au sein du
fourreau, la ou les vis permettent non seulemerfade avancer la matiére mais aussi de la

travailler en appliquant plus ou moins de cisaiketselon leur profil.
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Figure 14 : Schéma d’'une extrudeuse

Le systeme se décompose en trois parties : |'aliatien, la compression et la sortie par la
filiere. Pour I'alimentation, I'amidon natif ou [H#fié est disposé dans la trémie puis par le
simple fait de la rotation de la (ou des) vis, msée par le moteur, il est entrainé dans le
fourreau. Au fur et a mesure que I'amidon avargdptme conique ainsi que le profil des vis
permet, par augmentation de la pression, la fustdihomogénéisation du polymeére. Au sein
du fourreau, la température peut étre contr6lédephiais de thermocouples. C’est aussi le cas
pour la teneur en eau et la pression en différpaitsts. A la sortie de I'extrudeuse, la filiere
peut avoir plusieurs formes : soit un simple trempettant I'obtention d’'un jonc soit une fente
permettant I'obtention d’'une bande ou un film. Bmre, I'extrudeuse peut aussi servir de
réacteur chimique pour mettre en ceuvre des réactenmodifications chimiques ou méme

enzymatiqueS’.

d) Le vieillissement

Une fois obtenu, I'amidon matériau connait au calustemps des modifications physico-
chimiques ayant de fortes répercussions sur leprigtés de celui-ci. Ces modifications
dépendantes du temps, de la température et deititénmelative du milieu dans lequel le
matériau est stocké sont a l'origine des difficailt@ncontrées par I'amidon en tant que
matériau au niveau industriel. Deux types de vé&s#ment peuvent intervenir, en fonction du

fait que le matériau se trouve au-dessus ou erodeste sa température de transition vitreuse
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Tg. En-dessous de Tg il s’agit d’un vieillissemphysique tandis qu’au-dessus de cette méme

Tg, le vieillissement est dit « par recristallisatp>.

a) Le vieillissement physique

Le vieillissement physique est un phénomeéne irgdlkr qui se produit lorsque le matériau
vieillit a une température en deca de la Tg. Lo defroidissement, le matériau devient de
plus en plus visqueux jusqu’a atteindre la tempéealg a partir de laquelle la mobilité des
chaines est excessivement restreinte et lentefféin mis a part une mobilité des extrémités

des chaines, le matériau est figé.

Perez et collaborateurs ont montré que lors dulisggment en-dessous de la Tg, le matériau
se trouve dans un état B ou I'enthalpie libre nfEst minimale mais tend a y accéder (état C)
par des mouvements moléculaires loc&tlxAinsi, il n’y a aucune dégradation des molécules
mais une réorganisation spatiale des macromolétesesnes par rapport aux autres. Ceci se
traduit macroscopiquement par une diminution dwn@ spécifique V et de I'enthalpie H du
matériau. lls décrivent que la relaxation de volumplique une compacité accrue du matériau
et une interaction moléculaire plus forte.

G
=
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&
ra]
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3
=
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-
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temperature de viellissement Tw Temperature

Figure 15 : Evolution du volume spécifique en famrctlu temps a la température de

vieillissement inférieure a T
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Le temps nécessaire pour atteindre I'état le ptables est fonction de la température de
vieillissement. En effet, il a été montré que plis descend en température, moins les
mouvements locaux sont possibles. De ce fait, édligsement physique se fera a plus long
terme. A contrarig plus le matériau est proche de sa Tg, plus iiraule phénomeéne de

vieillissement physique rapidement. Strul®® a estimé de facon empirique le temps pour

atteindre I'équilibre & : &quiibres 100 x 1379 ™2

Ainsi, pour jouer sur le temps de retour a I'édudi il est possible de jouer soit sur la
différence (Tg-Tv) en augmentant ou diminuant Toit sur Tg elle-méme. Pour jouer sur Tg,
il suffit de modifier la formulation initiale du nériau puisque le taux de plastifiant est
cruciale dans sa déterminattéh*'. Dans le cas de I'amidon les plastifiants peugére 'eau,
des polyols, l'uré&? 43 .

) Le vieillissement par recristallisation

Ce type de vieillissement, contrairement au viesliment physique, précédemment décrit,
s’établit a Tv supérieure a Tg c'est-a-dire a Pétmoutchoutique. Pour étre dans ces
conditions, les matériaux amylacés sont formuléscdeurs plastifiants de telle sorte que Tg
soit ramenée sous la température ambiaflteCette recristallisation est un phénoméne appelé
rétrogradation dans le cas des matériaux amylaggsiydrophiles dont le degré de cristallinité

est évolutif au cours du temipd.
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Il) Facteurs d’'influence des propriétés mécaniquesles matériaux

amylacés simples

De trés nombreuses études sur les matériaux arsytatéété menées depuis de nombreuses
annéesl?® 3* 4649 | eyrs objets furent tout d'abord I'étude des piétgs de matériaux

« basiques » puis I'étude des facteurs pouvarhfegencer. Ainsi, il a été mis en lumiére que
I'origine botanique, la structure chimique de I'alom utilisé ou encore le choix du plastifiant
peuvent faire évoluer les propriétés mécaniquagture du matériau dans une large gamme
de contrainte et d’allongement. De ce fait, une naissance précise des modifications
gu’induisent chacun de ces facteurs permet d’egeiskes propriétés finales d’'un matériau au
cours du temps. Dans ce chapitre, un bilan bildiplgique entre autres a propos de l'influence
de l'origine botanique (par conséquent le ratio lasg/amylopectine et la structure), du
plastifiant, de I'numidité relative a laquelle leatériau est conserve, du vieillissement et du

mode de mise en ceuvre du matériau est présente.

1) L’origine botanique

Il est d'usage dans le langage commun de parldadedon en général mais il existe en fait
autant d’amidons différents que d’origines botaegUENn effet, comme cela a été précisé plus
t6t, pour chaque source, le ratio S/L et le DP mayes chaines d’amylopectii& 5 varient
ainsi que le ratio amylose/amylopectifd. A I'échelle supérieure, c'est-a-dire au niveau du
grain lui méme, la taille et la forme sont ausss daractéristiques de l'origine botanique et

méme du cultivar au sein d'une méme esp&ce.
Hulleman et collaborateurs ont montré que dansageslitions similaires de plastification

(30% de glycérol) et d’humidité (20% d’'eau) les piétés mécaniques des matériaux
amylacés étaient sensiblement différentes.
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Figure 16 : Contrainte/ Allongement de films d’aomd plastifié$? 5!

Sur la figure 16, il apparait nettement que lesénietx présentés possedent des allongements
trés variables passant de 50% pour un amidon dengode terre a 350% pour le mais cireux.
En ce qui concerne la contrainte a rupture, il egdpagu’elle diminue a mesure que
I'allongement augmente. Ainsi, 'amidon de maissprée une contrainte supérieure a celle du
blé. Le ratio amylopectine/amylose est le premiémént permettant l'interprétation de la
figure. Le mais cireux (ou waxy mais) est un mamsmosé a 99% d’amylopectine, il présente
un allongement trés important maiscontrario une extrémement faible contrainte a rupture.
La longueur des chaines permet un tres bon encbewitt, ce qui induit un tres bon
allongement a rupture mais I'absence d’amylosejstadlisant trés vite, ne lui confere que tres
peu de rigidité. Par conséquent, la contrainte @ura s’effondre par rapport & un mais
« classique » composé a 25% d’amylose. Pour comfgrérois amidons de pomme de terre,
de mais et de blé (tous les 3 présentent une catopoassez similaire autour de 75/25 dans
leur ratio amylopectine/amylose) il faut regarderatio L/S de chaque échantillon ainsi que
les DP moyens des chaines. La pomme de terre, caouhées tubercules, possede plus de
chaines L que les céréales, ce qui induit uneadliisté beaucoup plus importante lors du
vieillissement. De ce fait, une chute drastique l@dlongement s’accompagne d’une
augmentation de la contrainte. Le tableau 3 doraveapleurs une idée des DP moyens des

chaines amylopectines de ces trois amidons.
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Origine botanique DP moyen
Pomme de terre 23
Mais 22
Ble 20

Tableau 3 : DP moyen des chaines d’amylopectirfergstion de I'origine botanique de

I'amidon®"

Ces différences de structure impliquent égalemesst différences physico-chimiques. La
température de transition vitreuse permet de \Jserakres rapidement ces différences. Le
tableau 4 ci-apres représente, a teneur en glyéquovalente, les gfldu mais, du manioc et de

ligname a 20°C et 64% d’humidité relative. Il petmaussi de comparer leurs propriétés

mécaniques a rupture.

Amidon T4 (°C) Contrainte (Mpa) Allongement (%)
Mais 35,12+ 6,85 17+ 6 9+5

Manioc 42,42+ 1,75 10+ 3 33+ 1

Igname 39,26+ 3,47 305 13+5

Tableau 4 : T, contrainte et allongement a 20°C et 64% d’hurgidélative pour différentes

origines botaniques plastifiés & 20% de glyc&dl

Il apparait que pour des; Bimilaires, la contrainte entre I'amidon de maiéréale) et celui
d’'igname (tubercule) est nettement plus élevée paaridon de tubercule. Par contre, pour
deux amidons de tubercules, lgspBuvent étre similaires et pourtant engendrepdagriétés
meécaniques completement inverses. Cela montreagsigucture des macromolécules joue un

réle important dans les propriétés mécaniques slamedons.
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2) Le plastifiant

L’amidon, de par sa structure chimique, possedeéseau cristallin solide mais également un
trés grand nombre de liaisons hydrogéne qui luiferent, a I'état natif, de trés mauvaises
propriétés mécaniques : il est tres cassant. Hrigawt la contribution des liaisons hydrogénes
a la rigidité du systeme, les propriétés mécaniguagpture peuvent étre ameéliorées. C’est le
réble du plastifiant. Il s’agit généralement de f&ti molécules hydrophiles capables de
s’intercaler entre les chaines d’amylose et/ou glapectine en cassant le réseau de liaisons
hydrogénes et engendrant une augmentation de ¢espdre celles-ci. La viscosité du systeme
amidon/plastifiant diminue donc avec la quantitéptstifiant introduite et permet alors un
mouvement plus facile des chaines les unes paomagpx autres. Le plastifiant joue donc un
réble majeur dans I'étude des propriétés mécanigi@ssamidons pour lesquels il influence

directement la température de transition vitreuse T

Le premier des plastifiants, et méme le plus «neaty est 'eau. En effet, 'amidon étant tres
hydrophile, il se comporte comme une « épongeesetapable d’absorber de I'eau issue de
'atmosphére ambiante. Kalichevsky et collaborateant montré qu’un apport suffisant en eau
permettait le passage de 'amidon de mais cireur @tat vitreux a un état caoutchoutique a
température constant®!. L'inconvénient majeur de ce type de plastificatiest qu’elle est
dépendante de I'humidité relative de l'atmosphémgbiante. De ce fait, I'ajout d’autres
plastifiants a été réalisé et des polyols de typeégol ou D-sorbitol, de petits sucres tels que
le D-glucose ou le D-xylitol, ou encore des amio@sme I'urée ou I'éthanolamine ont été tres
largement étudiés comme co-plastifiafits*® 8 5% par ailleurs, des études de mélanges de
plastifiants ont aussi été réalis€8s Néanmoins, le glycérol reste le plastifiant laspltilisé.

Le rble du co-plastifiant est de maintenir une tifi@ation plus ou moins constante au cours du

temps au matériau.
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Figure 17 :a) Isothermes de sorption d’eau du glycérol et de it natif de bld®Y! b)
isothermes de sorption d’eau de I'amidon de bl@'@tidon plastifié & 17 et 30% de glycérol
a 20°C en fonction de I'humidité relati{?é

Sur la figure 17a), il apparait que jusqu'a 20% d’humidité le glydéed 'amidon natif

possédent une hydrophilie similaire mais qu’au-di#acette valeur le glycérol est capable
d’absorber une quantité d’eau bien supérieure.€foigt, la figure 1) montre que I'amidon

plastifié présente dans un premier temps une sormtieau nettement inférieure a celle de
'amidon natif. Ceci s’explique par le fait qu’abla humidité le glycérol occupe les sites de
sorption d’eau. Pour des humidités supérieures %, B@au peut de nouveau pénétrer la
structure mais cette fois-ci non pas a cause gdrdphilie de 'amidon mais bel et bien grace

a celle du glycérol.

La température de transition vitreuse étant fomctia taux de plastifiant et d’eau au sein du
systeme, ces deux facteurs influencent inévitabhtnes propriétés mécaniques a rupture des
matériaux amylacés. La figure 18 représente |'éimiude la contrainte et de I'allongement

d’'un matériau de blé en fonction de la quantit@lgeérol introduite. Dans le cas de I'amidon
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de blé, une chute de la contrainte et une augmemtde I'allongement sont observées. Le
méme phénomeéne se retrouve pour I'amidon de pomenteme. La figure 19 représente

I'évolution des propriétés mécaniques de la pomreetatre proposées par Lourdin et

collaborateur?!,
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Figure 18 : Evolution des propriétés mécaniquesiature de I'amidon de blé a 20°C et 57%

d’humidité relative en fonction du taux de glycétdl
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Figure 19 : Evolution des propriétés mécaniquesidilm de pomme de terre, contrainte (_)
et allongement (... ), en fonction du taux de glyid&to
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Le tableau 5 montre que cette tendance n’est pasndante de l'origine botanique puisque
dans tous les cas, lorsqu’il y a augmentation du te glycérol, ce phénomeéne se produit de

maniére plus ou moins importante.

Amidon Glycérol (%) Contrainte (Mpa) Allongement (%)

0 375 3+0,7

Mais 20 17+ 6 9+5

40 9+1 28+ 6

0 265 6+ 0,6
Manioc 20 10+ 3 33+ 1

40 4+0,2 46+ 2

0 49+ 2 3+0,7
Igname 20 305 13+ 5

40 10+1 25+ 8

Tableau 5 : Evolution de la contrainte et de I'algement des matériaux a base de mais, de

manioc et d’igname en fonction du taux de plastifta20°C et 64% d’humidité relativ’

Lorsque le plastifiant change (éthanolamine, D-solitD-xylitol...), le principe reste le méme
mais I'impact sur § change, influengant donc aussi les propriétés nigeas. Néanmoins, le
sens de la variation des propriétés est le ménese, dans tous les cas une perte de contrainte

pour une augmentation de I'allongem@fit

En résumé, le plastifiant joue un réle majeur dawelution des propriétés physico-chimiques
et mécaniques a rupture des matériaux amylaceés, llreau y contribue également en grande
partiel®®>%7 En effet, toute modification de la teneur en ifiasit engendre une modification
de la sorption d’eau du matériau et donc degset Toute modification de I'humidité relative de
'environnement du matériau (a taux constant destifiant) conduit également a une

modification de .
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3) Le vieillissement

a) Rétrogradation

Comme cela a été présenté plus tét dans le chapitrganisation des chaines d’amylose et
d’amylopectine varie au cours du temps. Ce phénemappelé vieillissement, est dépendant
de la température a laquelle le matériau est ce@sdrde sa température de transition vitreuse.
En effet, si le matériau est a I'état caoutchowdjqiest-a-dire a une température au-dessus de
sa T, il subit le phénomeéne de recristallisation du te la bonne mobilité des chaines les
unes par rapport aux autres. Par contre, s'il d'gttat vitreux, c’est-a-dire a une température
en-dessous degTalors il subit un vieillissement physique. Dars Heux cas, comme |'ont
montré Follain et collaborateurs, les propriétésanéues a rupture sont modifiées mais pas

dans les méme proportions ni & la méme vitédse

Lors d’'un vieillissement par recristallisation, Sicollaborateurs ont montré par une étude de
diffraction des rayons X que les chaines se réisgahen réseau cristallin de type B et/ou V
et que les propriétés tendaient vers une augmentdt la contrainte et une diminution de
l'allongement. En fait, la cristallinité engendre th rigidité dans le systeme. De ce fait, la
cristallinité initiale du matériau est importantaiiggue d'elle dépend I'amplitude du
phénomene de recristallisation: un matériau tréstatin avant son vieillissement
recristallisera bien moins qu’'un matériau amorgtans les mémes conditions de température
et d’humidité relative (H.R).

Le tableau 6 présente les vitesses de recristaiséobtenues par Roos et Karel en 1991 et

présentées dans une revue de Catherine Savarlattocateurs) en fonction de la température

a laquelle le matériau est conservé.
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T-T4(°C) Vitesse de cristallisation a T

(% cristallinité/min)

3 10
7 100
11 1000

Tableau 6 : Evolution des vitesses de cristallatn fonction de la températdfd

Toutefois, Wang et collaborateurs ont montré guiomdon de mais plastifié a I'éthanolamine
ne présente par diffraction des rayons X aucuneistaellisation apres 90 jours de
vieillissement & 50% d’humidité relati8®. Selon Wang, I'éthanolamine formerait des
liaisons hydrogénes plus fortes avec les molécataglacées que le glycérol. De ce fait,
I'éthanolamine solidement lié est un frein a lanfation de nouvelles liaisons hydrogénes

inter- et intramoléculaires.

Le tableau 7 montre quant a lui I'évolution dg €l des propriétés mécaniques a rupture des
amidons de mais, de manioc et d'igname, étudié®péiret collaborateurs, apres 90 jours de

vieillissement a 20°C et 64% d’humidité relative.

Amidon Glycérol (%) T4(°C) Contrainte Allongement
(Mpa) (%)
Mais 0 44,64+ 4,93 48+ 4 2+ 0,6
20 29,57+ 2,93 13+ 2 11+ 5
40 25,98+ 2,60 9+ 1 27+7
Manioc 0 39,6+ 1,61 30+ 2 3x1
20 38,17+ 0,35 11+ 3 21+ 2
40 27,34+ 3,83 3+ 0,3 49+ 9
Igname 0 47,69+ 2,11 60+ 5 2+0,1
20 26,52+ 4,16 29+ 5 9+3
40 21,34+ 2,38 9+ 1 20+ 5

Tableau 7: Evolution deglet des propriétés mécaniques a rupture pour diffey amidons a
20°C et aprés90 jours a 64% d’humidité relativé.

37



La comparaison des tableau 4, 5 et 7 montre dassslés cas une diminution dg apres 90
jours de vieillissement, mais également une tré® faugmentation de la contrainte lorsque le
matériau n’est pas plastifie. Dans le méme temps,alongement reste quasiment identique.
Par contre, dans les cas ou il y a plastificati@rrontrainte n’évolue que tres peu par rapport a
la perte en allongement. Il est & noter qu’en Bgdeffet du vieillissement est plus important
sur les amidons de tubercules que sur celui diosigiéréaliére. Plus généralement, des
matériaux ayant des compositions massiques sieslgiatio amylose/amylopectine similaire)
présentent dans des conditions identiques de isgglhent un allongement a rupture tres
proche, mais le temps nécessaire pour atteindrétaeid’équilibre est quant a lui différent.
Forssell et collaborateurs I'ont démontré lors @'@iude sur I'orge et I'avoine. Le matériau a
base d’orge atteint I'équilibre a 20°C et 50% d’hdité relative en 2 mois tandis qu'’il en faut
8 pour un matériau & base d’avoftte Van Soest et collaborateurs ont montré qu’un@gér
d’'une semaine a humidité contrélée était nécespaive que le matériau stabilise sa quantité
d'eau "”. Finalement, ressort de cette étude que toute emtgtion de la plastification
engendre une diminution dg flesponsable de 'augmentation pour le matériasadeapacité a

recristalliser.

b) Vieillissement physique

Lors d’un vieillissement physique, I'échantillont s®us T et la mobilité des chaines est trés
réduite® donc c’est la température qui sera le facteurlls [influent et surtout, comme
présente dans le tableau 6, I'écart entre TyePIus cet écart est faible, plus le vieillissement

est intense. Ainsi en jouant sur T et/ou syrcé phénomene peut étre plus ou moins maitrisé.
Follain et collaborateurs ont représenté sur urphlicae, la contrainte en fonction de

'allongement de différents amidons de différentegines botaniques qui résume trés bien

linfluence des types de vieillissement sur lesppiétés mécaniqués’.
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Figure 20 : Evolution des propriétés mécaniquesigture par type de vieillissement pour

différentes sources d’amidon selon Follain et dotieateurs®®,

4) La mise en forme

La méthode de mise en forme des matériaux amylafeence également grandement les
propriétés mécaniques a rupture. En effet, selenlgumatériau est obtenu par casting ou par

extrusion, le taux et le type de cristallinité €ew différent.

En extrudeuse, le temps de gélatinisation esftctragt et le temps de passage dans le fourreau
I'est également. De plus, la température y estéélede qui provoque une évaporation de I'eau
initialement présente dans I'amidon. Par ailleuss,cisaillement que subit le gel peut
provoquer une légére dégradation des chaines adegdt. Ainsi, dans ces conditions ot
I'eau est peu présente, le matériau peut ne pastadiiser si la température est suffisante et la
fusion des grains compléte. Toutefois si une dlisti# résiduelle est présente, alors elle est de

type V, typique de la recristallisation de 'amygosvec le plastifiarit®.

Lors de la mise en forme par casting, le gel d’amjdres riche en eau, séche pendant une
période relativement longue. De ce fait, les chaiamylacées ont le temps nécessaire pour
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leur réorganisation ce qui, par diffraction desoresy X, se caractérise par une proportion

importante de cristaux de type B.

La cristallinité initiale d’'un matériau dépend doauassi de la méthode de mise en forme.
Lorsqu’il est obtenu par extrusion, la cristallnidépend de la température, de la vitesse de

rotation de la (ou des) vis ainsi que du tempsadsage.

5) Modifications structurales des amidons

Comme cela a été montré précédemment, la cristélke la structure macromoléculaire d’'un
matériau sont les principaux facteurs influencastpropriétés mécaniques. Afin de modifier
les propriétés, différentes modifications strudesant été faites sur les amidons. Celles-ci ont
pu étre chimiques ou enzymatiques. En modifiant ksuctures chimigques des
macromolécules, leurs propriétés meécaniques ainsi lgmpact du vieillissement ont été

modifiés.

a) Modifications chimiques

Apres avoir compris les differents phénoménes sagis les lois du vieillissement des
matériaux amylacés, de nombreuses équipes ontigotiaaailler en amont du matériau et ont
réalisé des modifications chimiques sur les amidprigs utilisaient afin d’essayer de diriger
les propriétés meécaniques vers des domaines caviddent choisis comme cibles. Deux
principales modifications chimiques ont jusqu’agendt été énormément testées. D’'une part, le
matériau a été rendu hydrophobe par estérificaiioéthérification de chaines grasses sur les
groupements hydroxyles libre€*™ ( ceci peut aussi étre assimilé & une forme de

plastification) et d’autre part il a été rétictife’".

Différentes méthodes de réticulations ont déjarésdiséed’®. Elles ont été faites soit par
rayonnement soit classiguement en solution. Delvét collaborateurs ont montré qu’un
matériau ayant subi un rayonnement UV en préseneepthoto-amorceur tel que le benzoate
de sodium permettait d’augmenter de 40% la cortgamais engendrait une diminution de

60% de I'allongement®. Ils ont également démontré que la réticulationss@yonnement
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permettait de retarder le phénomeéne de vieillisp¢npisqu’aprés 6 semaines a 80%
d’humidité, un amidon photoréticulé et formulé a%l@e glycérol ne voit sa contrainte
diminuer que de 25% par rapport & un amidon K&tff.

En ce qui concerne la réticulation chimique, I'&ichydrinel”® 8288 |es phosphates (Sodium
TriMetaPhosphate, STMP, et Sodium TriPolyPhospHat@P) " 81 ou des dialdéhydd¥!

ont largement été utilisés. Ces agents de couplpgemettent de coupler différentes
macromolécules entre elles mais plus généralement rénliser des greffages en
intramoléculaire. De maniere générale, la rétiooaiugmente la contrainte des matériaux
tandis qu’elle diminue I'allongement a rupture. Isesils travaux de réticulation présentant une
augmentation de la contrainte sans perte d’allorgeéraont ceux de Zhao et collaborateurs.
Ces auteurs ont montré une augmentation de laatotgrjusqu’a 250% tout en conservant une
augmentation de I'allongement jusqu’a 20 18%s®°! Iis ont réalisé une réaction de couplage
classique sur des matériaux riches en amylose slivie étape d’extension du matériau.
Ainsi, les macromolécules se retrouvent orientémges dans le méme sens permettant

'amélioration drastique des propriétés mecaniguagoture de ce type de matériaux.

b) Modifications enzymatiques

La synthese de 'amidon étant enzymatique, il astdgfinition également un trés bon substrat
pour différentes enzymes. Ne seront abordées eidguix types particuliers d’enzymes, des
amylases et leB-amylases. Ces deux enzymes ne sont capables olyseir que les liaisons
0(1-4) et ne reconnaissent pas les liaisafk-6). Toutefois, elles different par leur mode
d'action ®°. Lesa-amylases sont des endoenzymes, c'est-a-dire es’pkuvent reconnaitre
et hydrolyser une liaison quelle que soit sa pmsitians la chaine amylacée. Par contr@es
amylases, elles, sont des exoenzymes et ne soableapd’hydrolyser que les liaisongl-4)
d’'unités maltose situées aux extremités non-réestides chaines. Ce type d’enzyme ne peut
donc libérer que du maltose dans le milieu tandis gsa-amylases peuvent produire des
chaines de plus ou moins grand DP possédant odewrnamifications((1-6). En général, la
dégradation enzymatique de I'amidon permet d'@ilies petits oses formés dans l'industrie
des sirops par exemple, pour la synthése de cydibgies ou encore celle de I'éthanol vert

mais il est aussi possible d'utiliser les sous-pitsdque sont les dextrines obtenues apres
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dégradation. Ces dextrines possedent des chaine<@lrtes et surtout voient leur structure
modifiée de fagcon notable par rapport a un amidif.rBetoft a réalisé de nombreuses études
sur la structure de I'amidon et plus particulieretge I'amylopectine a partir de dégradations
enzymatiques par des ou desP-amylases de grains ou de gels d’amiédii®. Dans ce

travail de these, les propriétés mécaniques deridegt particulieres seront testées et par

conséguent les petits oses ou osides de dégradatiseront que des produits secondaires.

Conclusion

Ce rappel bibliographique non exhaustif autour desteurs influencant les propriétés
meécaniques des amidons permet dans un premier t@enpsnstater qu’un nombre important
d’équipes travaillent sur cette problématique. dimtme aussi que beaucoup de choses ont été
déja faites pour tenter d’améliorer les propriétécaniques a rupture de ce genre de
matériaux. Il apparait que la structure chimiqudaesause de la relativement mauvaise qualité
des amidons en tant que matériaux thermoplastiquesque l'origine botanique change, la
structure change, que ce soit au niveau des longukuchaines (DP moyen, rapport L/S) ou
de la valeur du ratio amylose/amylopectine. Cecuraimpact direct sur les propriétés

meécaniques de I'amidon.

A ces facteurs présentés, doivent étre ajoutéamndetifications réalisées au niveau structural.
Ainsi, il a été montré que des modifications chingg telles que la réticulation engendrait une
modification non négligeable des propriétés a mgptu’allongement est réduit tandis que la

contrainte, elle, augmente nettement.

Toutefois, Follain et collaborateurs, aprés unailagle bibliographie important ont pu mettre
en évidence que lorsque les propriétés meécanigtesene rapportées sur un graphique
commun représentant la contrainte en fonction aléoligement, les propriétés mécaniques se

cantonnent dans une méme zone du graphique.
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Figure 21 : Schématisation des propriétés mécarscpadon les différents facteurs d’influence
(56]

Il apparait trés nettement sur la figure 21 queplespriétés mécanigues engendrées par les
différentes modifications se situent toutes autder la zone de propriétés uniquement
accessibles par variation du seul taux de plastifi@deci revient donc a dire que dans I'absolu,
il est possible d’atteindre tous les matériaux ayhja été testés uniqguement en jouant sur le
taux et la nature du plastifiant du matériau. Hrajt sur les origines botaniques ou bien méme
sur la phase cristalline du matériau, les promigcaniques obtenues restent toujours
accessibles par une simple plastification. De lanméacon, lorsque des modifications ont été
apportées sur la phase amorphe par réticulatioexgample, les propriétés restent dans la zone
de plastification. Seuls des matériaux issus dhdtieulation couplée a une extension a partir

de matériaux riche en amylose sortent de la codely@astification.

De ce fait, il peut étre supposé que pour aboutes matériaux originaux, il faut travailler

d'une part sur la longueur des chaines et leurn@i®n mais aussi sur sa capacité a
rétrograder. Ce sont ces deux conclusions quiadotigine de ce travail de these. L'idée est
gue si la phase amorphe pouvait proposer un entkewént plus important, cela permettrait

certainement un gain important en allongement.oléisient des plus longues chaines ou
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méme leur rallongement via des couplages choisigtérait probablement d’atteindre ce
premier objectif. Puisque quelles que soient lagcBires proposées jusqu’a présent, il n'a pas
été permis de sortir de la zone de plastificatibfgut proposer des structures complétement
différentes. Cela provoquera (ou non) plus ou mdmgristallinité ou d’enchevétrement mais
guoi qu’il en soit, méme apres les modificationgdgpportées, 'amidon reste un matériau de
mauvaise qualité. Il faut donc proposer de nousetleoses. L'utilisation d’'une enzyme telle
gue laB-amylase peut aussi permettre d’atteindre cet tbjecainsi proposer de nouvelles

structures originales.
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[II) Modulation de la structure de 'amidon

bY

L'objectif de ce travail est de mettre en relatims propriétés mécaniques a rupture de
matériaux amylacés avec la taille des macromolécglé le composent. Linfluence de
I'origine botanique®® %* %+9(mais, blé, riz, pomme de terre, manioc...), dedsum du

t14% 98 pour le cas des matériaux solides (maltose, Deglicglycérol...), de la

plastifian
formulation!”®, de la réticulation a été étudié mais en aucunl'tdiience de la taille des
macromolécules. De ce fait, le besoin premier’esilément de ces longues macromolécules
au sein de I'amidon natif préalablement dégraigsééprotéiné. Une nouvelle fois, dans ce
domaine la littérature montre un vide important. $ait tres bien par exemple séparer, dans la
pomme de terre, le blé ou le mais, I'amylose d@ylapectine depuis fort longtemg mais

en revanche, le fractionnement préparatif en fonctie la taille au sein d’une de ces familles
de molécules n’a jamais été fait. C’est pourquaieita question, dans ce premier chapitre de
résultats expérimentaux, de fractionnement physidisanidon, et ceci pour différentes
origines botaniques choisies en fonction des tidlpparentes des macromolécules de leur
amylopectine. Il sera également question de madifios chimiques ciblées et contrblées des

chaines amylacées afin de réaliser du rallongedesnhaines.

La deuxieme problématique découle directement ghedmiére. L'une des caractéristiques des
matériaux amylacés est leur capacité a vieillirs trapidement au cours du temps. Ce
vieillissement est d0 a une réorganisation spoetaes chaines polymaltosidiques conduisant
a une recristallisation qui se répercute directdéraenles propriétés mécaniques. En particulier
cette recristallisation a été bien étudiée dansake des amylosdé 7 2% 30 35 44 9 pgng

'amylopectine, cette capacité a la recristallizatest due a la proximité des chaines et leur

mobilité en solution.
Il sera proposé dans ce chapitre de limiter, voitéme de maitriser complétement la
recristallisation des macromolécules amylacées una méthode d’élagage enzymatique

spécifique utilisant unB-amylase.

Il peut apparaitre comme une contradiction entsedeux axes proposes puisqu’il s'agit de

favoriser d’'une part un rallongement des chainedattre part une dégradation de ces dites
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longues chaines. En fait, il n’en est rien. En teffaction de la3-amylase est destinée a

I'élagage des chaines latérales responsables diamele partie de la cristallinité, sans pour
autant diminuer la longueur totale de la macromd&aans son ensemble. De plus, si un
couplage spécifique téte-a-téte ou téte-a-queueimuréalisé, la |égére perte de longueur est

bien négligeable face a la longueur supplémenggipertée par celui ci.

A) Fractionnement physique

La question qui se pose dans ce chapitre est dersgil est envisageable de réaliser une
séparation efficace au sein des molécules amylatg#&amidon uniquement sur des facteurs
physico-chimiques. Cette séparation est par afllemvisagée en solution ou pas. Un élément
essentiel du travail important a prendre en coraptde fait que les différentes fractions isolées
sont destinées a étre formulées puis testées ngdesmént et que ces méthodes sont tres
gourmandes en quantité de matiere. Ainsi, le fbacement nécessite d'étre realisé sur des
guantités importantes de substrat. Ce point estatrcar il conditionne énormément les modes
opératoires mis en ceuvre pour réaliser le fracgorent, plus particulierement en terme de
concentration massique des solutions utiliséesa Bté nécessaire de travailler avec des

volumes importants par rapport aux equipementsileratoire classiques disponibles.

Les différentes propriétés physico-chimiques clesigiour mettre en ceuvre ce fractionnement
sont le gradient de solubilité en présence d'ursawant (éthanol) et la taille apparente des
macromolécules lorsque la séparation s’effectusodution. Dans le premier cas, la technique
employée est la précipitation fractionnée tandis dans le deuxiéme il s’agit d’ultrafiltration

frontale agitée. Ces deux méthodes ont le mémectifbjie fractionnement mais la premiere

fait précipiter les grosses molécules en laissasitpletites en solution alors que la seconde,
guant a elle, élimine les petites de la solutioargmrichir le concentrat en macromolécules de

tailles plus importantes.

Une troisieme méthode de fractionnement peut &pgsée. Cette méthode correspond a un
fractionnement physique des granules d’amidon antion de leurs tailles. La question posée
était la suivante : Existe-t-il une relation entadlle des granules et taille moyenne des
macromolécules qui les composent ? Par ailleute technique tente de répondre également

a d’'autres questions : existe-t-il un lien entr¢aifle des grains et I'organisation structurale de
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ceux-ci ? La taille moyenne des macromoléculegksten corrélation avec la taille des grains

ou influence-t-elle I'organisation méme du grain ?

1) Isolement de fortes masses par précipitation fidionnée

La méthode de fractionnement de I'amidon par pretipn fractionnée est une méthode
simple & mettre en ceuvre puisqu’'une méthode shmilaiété décrite par Bertoft pour une
précipitation fractionnée d:dextrinesi’®” ou encore dans le cadre d’études sur des arabino-
xylo-oligosaccharideS°Y et sur des hémicellulos€8?. Ainsi, par ajout progressif d’un non-
solvant miscible a I'eau tels que le méthanol @thinol, les polysaccharides les plus lourds
précipitent les premiers, atteignant leur limitesiéubilité avant les plus petits. Par analogie,
pour recueillir les macromolécules les plus lourdasn amidon, I'ajout d’éthanol absolu

(moins toxique que le méthanol) a été réalisé.

Le deuxieme facteur majeur de cette étude estilla taéme des macromolécules présentes
initialement dans I'amidon que I'on veut fractionn# parait clair que le fait departir d’'un

substrat peu polydisperse ou ayant une faible ptiopode grandes masses molaires, ne
permet pas de tirer un meilleur profit de la métho@’est pourquoi il a été préféré de
commencer par faire une étude bibliographique sarrhasses molaires et les rayons de

giration (Ry) rapportés pour des amidons de differentes esftansiques.
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Amylopectine Amylose Amidon
Mw Rg Mw Rg Mw Rs
(1¢g.mot) |  (nm) (10° g.mot?) (nm) (1¢ g.motY) (nm)
Blé 1,17 149 4,97 133 1,41 298
Pomme de terre 0,90 127 4,91 64 0,75 170
Waxy Mais 2,46 196 3,41 319
Manioc 1,72 169 26,17 129 1,43 195
Igname Kangba 6,06 246 8,69 141 3,10 309
Igname Esculenta 3,12 192 9,91 60 1,88 279

Tableau 8 : Etude des masses molaires et desstaillesein d’amidons d’origines botaniques
§53, 95]

variée
Dans le tableau 8, les différences structuralest@xi au sein des différents amidons sont
proposées sous l'angle des masses molaires desmmécules par rapport a leur rayon de
giration. Il apparait que les amylopectines de pende terre et de blé ont des masses molaires
moyennes assez proches, comparativement a cellddgdame Kangba. Par contre, la
différence de rayon de giration moyen entre cess tamnylopectines différentes est moins
importante que celle qui existe entre les massekime. Cela peut laisser penser que
'amylopectine d’igname Kangba est plus dense agsedeux autres. La deuxieme espéce
d’igname présente aussi des amylopectine tresdsurthis dans des proportions un peu moins
importantes. Par ailleurs, ces deux ignames poss@galement des amyloses beaucoup plus
lourds que ceux du blé ou de la pomme de terresnomt trés nettement plus petites que
'amylose de manioc. Lorsque I'amidon est considéa@is sa globalité, les deux ignames
présentent des masses molaires moyennes supérecedss du blé ou de la pomme de terre
pour des rayons de giration soit supérieurs, spitv@lents. Par contre, le manioc présente des

masses molaires moyennes assez proches du blémvaigon de giration bien moins grand.

Les amidons d’igname et de blé ont été choisis cemméiérence pour cette étude, les

différentes fractions obtenues seront ensuite tamaées par viscosimétrie afin de constater
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s'il existe des difféerences significatives pouvkaisser penser que la taille de macromolécules

ou leur réticulation influent sur cette caractégise physico-chimiqué®.

a) Amidon d’'igname

Dans le cas de I'amidon d’igname, I'addition susoesde quatre portions de 100 ml d’éthanol
a 1,8 litre de solution a 50 g/l et 1 mol/l de seadpermis de récupérer 4 fractions. Le tableau
9 montre que la masse des fractions recueilliemante pour des volumes ajoutés identiques,

ce qui indique que I'ajout progressif d’éthanol dioe bien la solubilité globale du systeme.

Volume total d’éthanol versé (ml) Masse récupéréa)
100 2,5
200 3,8
300 4,5
400 10

Tableau 9 : masse de précipité d'igname en fonaiorolume d’éthanol versé en solution

La figure 22 présente les résultats des analysesvipeosimétrie capillaire réalisée pour

caractériser les différentes fractions.
viscosité relative

1.8

1,6 1
14 —&—amidon d'igname
' 9 déstructuré
1,2 ,‘/&- ——100ml
/

200ml

0,8

300ml
0,6 A
0.4 —¥—400ml|
0,2

0,1 0,2 0,3 0,48

concentration (%)

Figure 22 : viscosité relative des difféerentes fiags d'igname obtenues par précipitation

fractionnée a I'éthanol
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Les résultats de la figure 22 indiquent une trgene progression de la viscosité avec I'ajout
croissant d’éthanol, qui reste dans tous les ci&Esienre a la viscosité relative du substrat
déstructuré. Toutefois, la viscosité intrinsequedasité a la concentration zéro) est la méme.
Ces resultats semblent indiquer que dans le cBardielon d’'igname, la nature intrinséque des
fractions est probablement tres semblable. La ndéthee semble donc pas sélective dans ce

cas.

b) Amidon de blé

Pour 600 ml de solution a 16 g/l en amidon a umeeotration en soude de 3 mol/l, 'amidon
de blé n'a pas été solubilisé. Dans ces conditidrs,g d'insolubles ont été isolés avant
'addition de I'éthanol. Les insolubles, la fractisecueillie aprés I'ajout de 40 ml d’éthanol

(2,5 g) et 'amidon déstructuré ont été comparés/jisaosimétrie.

Viscosité relative

1,6

1,4
1,2 /

0,8

—&— blé déstructuré référence
—l—Dblé + 40mL EtOH

0,6

0,4

0,2 1

0,1 0,2 0,3 0,48
concentration (%)

Figure 23 : Comparaison des viscosités relativetadaremiere fraction isolée par

précipitation fractionnée a I'éthanol de 'amidoe t1é et le blé déstructuré référence
La figure 23 montre que la viscosité de la premiésetion est du méme ordre de grandeur

(voire tres légérement supérieure) que celle dritlan déstructuré. La viscosité relative de la

fraction insoluble n’est pas représentée maiseasteen tout point superposable avec les deux
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courbes présentées. De la méme maniére que poudda d’igname, la méthode semble ne

pas avoir été sélective.

c¢) Conclusion

Au vu de ces deux exemples, aucune séparatiorfisagiie n’est possible par la méthode de
précipitation fractionnée. Afin de constater siddférence de masse et de structure entre
'amylose et I'amylopectine induit des viscositéapitlaires distinctes, la séparation de ces
deux familles de macromolécules par la méthodeatoB™" et Gilbert® a été réalisée.

viscosité relative

1,6

1.4 __—"

1,2 —

1 ’ —&— blé déstructuré
0,8 ——amylose
0,6 amylopectine
0,4
0,2

0,1 0,2 0,3 0,48

concentration (%)

Figure 24 : Viscosité relative de I'amidon de bEsttucture, de son amylose et de son

amylopectine

La figure 24 montre bien que la viscosité relativen amylose est |égerement supérieure a
celle de I'amylopectine et de I'amidon déstructurar ailleurs, la viscosité globale d’'un
amidon est déterminée par celle de son amyloped@irei peut s’expliquer peut-étre par la
différence de compacité qu'il peut y avoir entr@mylose et I'amylopectine, macromolécule
fortement ramifiée. En effet, a DP équivalent, amadécule d’amylopectine ramifiée présente
un volume dynamique apparent moins important qu'omaécule linéaire telle qu’une
molécule d’amylose. Ces résultats mettent en lwerdeux contradictions : 'amylose, bien que

plus petite, présente une viscosité relative sapégia celle de I'amylopectine pourtant tres
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grosse en milieu aqueux, et de fait laisse suppmsemeut-étre I'amylose aurait en terme de
gualité une moins bonne solubilisation que I'amglcgne. En effet, il semble que I'amylose,
lorsque sa concentration augmente, aurait plusffieuttés a se déplier, casser les agrégats en

solution que I'amylopectine (molécule qui danslie& solubilise aussi beaucoup plus vite).

Ces résultats remettent complétement en questiométhode choisie et la mesure de la
viscosité relative ne semble pas étre la méthodquade pour comparer la taille et/ou la masse
de macromolécules amylacées obtenues par prémpitiiactionnée. En effet, les premieres
fractions obtenues par précipitation fractionnéeraient révéler des valeurs de viscosité
relative tellement proche de celle de I'amidon d&guré qu’il deviendrait impossible de voir
une différence avec le produit de départ.

En conclusion, on peut donc dire que les fractisnkes n’ont pu étre caractérisées de facon
formelle par la mesure de la viscosité relativer &mséquent, il faut trouver une méthode
capable d'identifier et caractériser précisémemature des fractions isolées. Dans le cadre de

notre étude, l'utilisation de cette méthode detiommement n’a donc pas été poursuivie.

2) Ultra-filtration frontale agitée

Une autre méthode utilisée pour réaliser le fracteanent physique d’un amidon en solution

est l'ultra-filtration frontale agitée. L’amidon psédant une trés grande distribution de masse,
I'utilisation successive de « tamis » de tailleféédentes permet d'isoler des fractions ayant des
distributions en masse plus restreift®s %! Dans le méme temps, les ultraconcentrats sont
enrichis en macromolécules de tailles plus impdoesmpar élimination des plus petites. Les

membranes d’ultra-filtration disponibles commeremént sont calibrées sur des protéines
globulaires dont la taille (rayon de giration) &stction de leur masse. De ce fait, leur seuil de
coupure sera exprimé en kilodaltons (KDa), équivMale la masse des plus petites protéines

gu’elles peuvent retenir.
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a) Conditions de solubilisation

Afin de pouvoir réaliser ce type de filtration, faut dans un premier temps parfaitement
solubiliser 'amidon. C’est pourquoi une étude lesrmeilleures conditions de concentration et
de solubilisation a utiliser est nécessaire en ardertoute filtration. L'utilisation du DMSO
étant délibérement refusée (dans un souci de tBaade récupération des fractions), la
solubilisation de I'amidon de blé en milieu aquéasique est retenue. En fin de protocole, une
simple neutralisation au GQune congélation suivie d’'une lyophilisation petrde récupérer
simplement la matiere. Il faut donc prendre en dentg concentration massique maximale en
amidon pour une concentration en soude donnégpérait que pour des volumes importants
(de l'ordre de 2,5 1), 'utilisation de solutiong @0 a 30 g/l en amidon pour des concentrations
de 0,1 a 0,5 mol/l en soude permet une solubitivatapide conduisant a des solutions
limpides.

b) Taille des pores

Dans un second temps, il faut établir la (ou lagde(s) de pore(s) adéquate(s) a la filtration.
Aprés de nombreuses tentatives partant d’'un seudodipure faible pour remonter jusqu’a un
seuil de coupure pouvant permettre effectivementfraotionnement, il apparait que pour
toutes les membranes allant de 1 KDa jusqu’a 508, Kdtotalité de 'amidon est retenue. Les
membranes de seuils supérieurs, disponibles comatenent, ne sont pas exprimés en seull
de coupure massigue mais en diamétre moyen de. p@esembranes disponibles, de tailles
de pores 0,2, 0,45 et 1 um ont donc été utilisées pette étude. Il s’agit de tamis au sens
propre du terme puisque la taille des pores ede deis bien définie et mesurable par

microscopie optique. On parle alors de microfiltmat
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Ultraconcentrats
Masses
] ] i ] 1um 0,45 um 0,2 um
Manipulations | échantillons
masse masse masse
@ % % %
(9) (9) (9)
A0 20,11 19,56 100,0 0,00 0,0
10,00 8,79 99,7 0,03 0,3
AGSO0,1
20,02 19,20 99,5 0,10 0,5
20,05 23,59 98,3 0,41 1,7
AGSO0,5
20,01 24,82 98,4 0,40 1,6
20,02 21,57 91,5 2,02 8,5
ASO0,5 19,84 21,21 94,4 1,26 5,6
20,00 21,82 90,6 2,25 9.4

% exprimés par rapport a la somme des massesstofaleéraconcentrats

Tableau 10 : Résultats des fractionnements issilisiitla-filtration (La somme des masses
obtenues supérieure a la masse introduite corredpola fraction minérale N&LO; résiduelle

apres lyophilisation)

Lors de cette étude, une solution d’amidon, préatabnt déstructuré, a différentes
concentrations en soude (0,1 et 0,5 mol/l) a damspremier temps été filtrée sur une
membrane dont le seuil de coupure est de 0,45 pmais M est apparu que réaliser la
gélatinisation de I'amidon puis de diluer le gekawne solution basique pour obtenir les
concentrations massique (en amidon) et molaires(arde) requises permettait un gain de
temps non négligeable. De cette facon, la lyomtite intermédiaire colteuse en temps est

évitée.

Les résultats du tableau 10 montrent qu’'une conatgorh en soude plus forte ainsi que la
gélatinisation réalisée préalablement a l'ultrgdiion permettent d’obtenir un meilleur
fractionnement des macromolécules. Celui-ci redtapt faible (maximum < 10%) le passage
sur une membrane dont le seuil de coupure est neell nécessaire. Malheureusement, dans

ces nouvelles conditions, le fractionnement rasefaible.

Une étude par RMN des fractions issues de ASO@&eawn taux de branchement de 3,5% pour
la fraction majoritaire alors que pour la fractipassée au travers de la membrane, le taux n’est
que de 2,4%. Cela traduit un passage préférenéemdcromolécules ayant un taux de

branchement plus faible au travers de la membm@ne@ui peut étre mis en relation avec une
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taille des macromolécules plus faible et donc uasse plus faible comme celle des amyloses

et d’amylopectines de faible masse.

c¢) Conclusion

Une solution d’amidon gélatinisé étant une suspensie résidus de granules gonflés
(agrégats) et de macromolécules solubilisees (Bskement I'amylose), il se peut que ces
agrégats ne soient pas détruits lors de la misslketion, méme a forte concentration de soude,
engendrant de fait un mauvais fractionnement. Pemedier & cela, un test a été réalisé avec
une solution d’amidon déstructuré diluée avec wietisn de DMSO / (10% p/p) LiCI,
mais la tres forte viscosité de la solution n'a pasmis un écoulement correct du solvant
(tableau 10). Par ailleurs, le produit n'a pu éaphilisé car il n'a pas pu étre congelé dans
des conditions classiques a -20°C.

Les seuils de coupure utilisés étant tres netterma@périeurs a la taille des macromolécules,
méme des plus grandes, on ne peut pas mettreatiomelde fagon claire, la taille des pores et
la masse ou la taille des macromolécules reterarele fiiltre méme s’il semble que les taux de
branchement des fractions concentrées et filtrdlestadans le bons sens en postulant que les

macromolécules les plus ramifiées sont les plusiksiet les plus longues.

A posteriorj la méthode de séparation physique de I'amidosodution, soit par précipitation
fractionnée ou par ultrafiltration, est critiquable méthode de caractérisation par mesure de
la viscosité relative a montré ses limites powds des macromolécules amylacées. De plus, la
précipitation fractionnée joue sur la solubilitésdelus grosses macromolécules dans leur
milieu. Or de grandes difficultés de solubilisatiomt été rencontrées initialement. Ainsi, il est
envisageable que la solubilisation n’est en régjité partielle et certainement trés « fragile ».
Par conséequent, I'ajout d’éthanol qui provoque wés légere modification du milieu voit son
impact sur la solubilité de 'amidon beaucoup plaportant que s'il s’agissait de molécules
parfaitement solubles. Cette analyse tend a éwérogee par 'ultra-filtration frontale agitée.
Par cette méthode, il a été mis en évidence quéalgment les fractions retenues
correspondent a des agrégats puisque la taillpales est tres nettement supérieure a la taille

des molécules malgré des conditions de solubitisapparemment correctes.
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Il est donc envisageable que les conditions debsdation ne soient pas suffisantes pour
mettre en place une séparation efficace, a unellécheportante, des macromolécules
d’amidon lorsqu’elles sont en solution. Le fait dialiser ce fractionnement a une grande
echelle est essentiel puisque I'objectif final dstréaliser des tests mécaniques sur les fractions
qui auraient du étre obtenues. Or pour réalisetests mécaniques, des quantités importantes,

sont nécessaires (de l'ordre de la dizaine de geshm

De ce fait, une méthode de fractionnement a seamédons natifs sous forme de poudre a été
envisagée. Par ailleurs, cette technique permpéta-étre d’apporter quelques réponses sur
une organisation structurale particuliere des graem fonction de la population des

macromolécules qui les composent.

3) Fractionnement a sec de I'amidon natif

Pour ce fractionnement de I'amidon a sec, seulag ddgines botaniques ont été testées afin
de ne pas multiplier les facteurs pouvant induee chodifications de comportement au niveau
des tests a rupture. Le blé et la pomme de temat éien connus au laboratoire et
représentatifs des céréales d’'une part et descuwibsrd’autre part, I'étude s’est limitée a ces
deux origines botaniques. Par ailleurs, I'objerdifest de voir s'il existe une corrélation entre
« taille des grains » et « taille des macromoléculde ces méme grains ou plus généralement

s'il y a des différences structurales entre leingriorsque leur taille varie.

Dans ce chapitre, ne sera abordée que la parteeiowant le fractionnement et une analyse par
RMN pour discuter de I'existence ou non de difféesn structurales majeures au sein des
différentes populations de grain. Plus loin dand@eument, les résultats des tests mécaniques

réalisés sur les différentes fractions serontésait

En ce qui concerne I'amidon de blé, le tamisage treoliexistence de deux fractions
majoritaires. La premiere, la plus importante ermte de quantité de matiére retenue,
correspond a des tailles de grains compris entreet288 um de diameétre. La deuxieme,
minoritaire, regroupe les grains dont la taillext@de pas 25 um de diametre. Chaque barre

dans les histogrammes des figures 25 et 26 repetgaramisage.
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Figure 25 : Tamisage d’amidon de blé natif (uneleaureprésente un tamisage)

Les grains sont globalement plutét homogénes paigdraction majoritaire représente 80%
de la quantité des grains d’amidon de blé. Cediespond a ce qui est communément décrit

dans la littératur&® °7 105

I En effet, les plus grands grains, d’'une taillpésieure & 25 pm,
correspondent aux grains de type A tandis querkiagde type B correspondent a la fraction
dont le diametre est inférieur a 25 pum (méme sekle séparation entre les deux types de

grains se fait autour de 10 um). La séparation @m5correspond quant a elle a la valeur
nominale du tamis utilisé.

En ce qui concerne I'amidon de pomme de terreisfailoution n’est pas du tout la méme que
celle des grains de blé. Les résultats sont ragpaidns la figure 26.
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Figure 26 : Tamisage d’amidon de pomme de terré (rte couleur représente un tamisage)

Ici le tamisage montre clairement que les grainsean de 'amidon de pomme de terre ont un
diametre compris entre 25 et 71 um pour plus de 8&¥ire eux. Dans le méme temps, force
est de constater que les proportions des deuxdnsctnajoritaires sont trés proches et autour
de la valeur médiane de 38 um. Encore une foiséggltats obtenus sont en accord avec la

littérature®® décrivant les amidons de tubercules puisque niafipelairement qu’une seule
famille de grain.

Lors du fractionnement a sec des amidons de bite gfomme de terre, les résultats sont en
accord avec la littérature. Traditionnellementplé est fractionné pour l'industrie du papier
dans le cas des grains de type A ou encore pdimd&atation mais trés peu pour I'obtention
de matériaux solides. Ici I'approche est origindens le sens ou I'objectif est de voir la
corrélation entre la taille des grains et les gaips mécaniques qui en découlent. Pour cette
étude, ont été testées, dans les deux cas, lesfrdetinns majoritaires obtenues, ainsi que les
amidons natifs correspondants, en guise de référenc

En conclusion de cette premiére partie concermafrattionnement physique de I'amidon, les
méthodes envisagées n'ont pas permis de réaliserfractionnement efficace des
macromolécules en fonction de la masse molairgreaipitation fractionnée a conduit a des

fractions dont les viscosités relatives étaiers fnoches les unes des autres ainsi que de celles
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du substrat de départ. Outre les difficultés retréms dans la solubilisation de I'amidon, les
résultats obtenus lors des essais de fractionnentiistint la technique de I'ultra-filtration
frontale agitée ont conduit a la rétention de Igemn& partie du substrat. Ce résultat semble
indiquer que celui-ci doit encore se trouver soasfdrme d’agrégats. Ainsi, il n’est pas
possible de mettre en relation la taille des pde=smembranes de filtration avec la taille et/ou
la masse des macromolécules retenues. L'un desrmmayiisable pour vérifier ce phénomene
consisterait a travailler a grande dilution. Enfile tamisage a permis d’obtenir un

fractionnement.

L’'autre méthode pour atteindre I'objectif des macobécules de grande taille a été le
rallongement chimique ciblé. Dans cette secondiepde rallongement des chaines amylacées

a ete réalisé par couplages chimiques spécifigeeextrémités de chaine.

B) Couplage spécifique en bout de chaine

Puisque les difféerentes méthodes de fractionnemleygique mises en ceuvre ne permettent
pas l'isolement des plus longues chaines d'amylopeou d’amylose a partir d’'un amidon
donné, I'obtention de longues chaines amylacéesnestagée, dans ce deuxieme chapitre, par
voies chimiques. La littérature révele I'existemtmnombreuses études dans le domaine de la
réticulation d’'oligosaccharidd®® °et de polysaccharides : amyld¥¥, amidons (blé"®,

88 109 homme de terfé'® tapiocd™Y, rizl"" 112 ), cellulosé™® ou méme chitingd*.

mai
L’objectif final étant la réalisation de matériaeiin fine I'étude de leurs propriétés a ruptures,
la réalisation de couplages chimiques doit étre@ord avec le postulat initial préférant de
longues chaines capables de « coulisser » les paresapport aux autres lorsqu’on les étire

plutdt que de gros amas polysaccharidiques.

Nous aborderons donc ici les différents coupladamiques suivant ce point de vue. Le
couplage devra exclusivement étre intermoléculatiraon intra-moléculaire. Deux voies sont
envisageables pour réaliser ce couplage intermialiéeu Elles découlent directement de la
structure chimique des polysaccharides. Comme tdgmécédemment, dans |'amidon,
I'amylopectine se présente sous la forme de cleigte’'amylose sous forme de chaiffés
Ainsi, chaque chaine d'amylose compte une uniqué&réexté réductrice (fonction

hémiacétalique) et pour les chaines strictemeéaiies une extrémité dite non-réductrice alors
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gue chagque molécule d’amylopectine ne comporteotmsjqu’une seule et unique extrémité
réductrice mais possede une terminaison non-rédectde plus que le nombre de

branchements gu’elle porte. Cette multitude d’emttés non-réductrices correspondent aux D-
glucoses terminaux de chaque chaine. Chacun deDggacoses terminaux présente la
caractéristique structurale d’avoir trois groupetadrydroxyles secondaires en, Czet G, et

un groupement primaire engClLes deux sites possibles pour envisager un cgepla
intermoléculaire sont donc d'une part les extrémitdn-réductrices, trées nombreuses, et
d’autre part I'extrémité réductrice. La différence nature chimique entre ces deux
« extremités » de chaine implique l'utilisation deies de couplage mettant en jeu des
réactions différentes. L'objectif ultime est de poin faire du couplage téte-a-queue entre deux
macromolécules ce qui ouvrirait les portes a unigcpadensation de I'amylopectine. Cela

reviendrait a proposer un «super polymére » d@# imotifs seraient une molécule

d’amylopectine, elle-méme polymere de D-glucose.

ANNIE + < el

Extrémité Extrémité
non réductrice Réductrice *

AN

Figure 27 : Schématisation du couplage téte-a-queue

Nous présenterons dans ce chapitre une voie d’aaés couplage par les extrémités non-

réductrices et deux voies pour un couplage a pietitextrémité réductrice.

Un inconvénient de I'amidon en tant que substratrélction est sa faible capacité a se
solubiliser. En effet, 'amidon natif n’est solulijee dans des solutions de solide!*> 1*¢lou

dans le DMSA'" 118! Toutefois pour son estérificatidff’, I'amidon peut étre utilisé dans des
solvants permettant sa gélatinisation et qui péewas solubilisent trés bien les produits des

réactions.
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Ainsi, deux voies seront proposées pour réalisepigplage via I'extrémité réductrice: une en
phase organique qui ouvre un panel large de réectior 'hémiacétal et une en phase aqueuse
réduisant le nombre de réactions possibles mais pgumet ['utilisation de I'amidon
déstructuré, ce qui réduit le nombre d'étapes alisgka Pour la premiére voie,
l'acylglycosylation suivie ou non d’'une réaction deétathése a été envisagée tandis qu’en

milieu aqueux, c’est 'amination réductrice quité étudiée.

1) Couplage a partir de I'extrémité non-réductrice

De prime abord, envisager un couplage chimiquernmi&culaire de I'amidon via les

extrémités non-réductrices semble étre le plusomaigble. En effet, le tres grand nombre
d’extrémités non-réductrices apparait comme untataisque le nombre important de sites
d’attaque chimique est en faveur d’une grande iséctL’intérét dans cette approche réside

dans le fait de pouvoir réaliser le couplage sweld hydroxyle en £d’une chaine amylacée.

OH
o]

Q
HO
H
/ OH
&)
H

Hydroxyles en ¢
différenciables o

OH

Figure 28 : Représentation d’une partie d’'une maléa’amylopectine

Comme le montre la figure 28, pour chaque chaiméyila qu'un seul et unique hydroxyle
porté par un ¢ puisque tous les autres sont engagés dans usenligjlycosidique. Le
probleme est donc de réaliser le couplage suryckbRyle. En effet, bien qu’il soit unique sur
la chaine, il n’en reste pas moins un alcool seamadomme le sont tous les hydroxyles de la
chaine lorsqu’ils sont portés pap 6u G. Or tout I'intérét de la méthode est de réaliser u
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couplage ciblé sur cette extrémité non-réductrimer @viter le plus possible la réticulation en
intra. Il faut de ce fait le différencier d'un potide vue chimique des autres hydroxyles de la
molécule. La méthode qui a été proposée est lahaéyat d'un intermédiaire de type

benzylidéne fonctionnalisé sur le dernier D-glucose

o
o]
o OH
R HO
OH
Q
o oH
HO.
OH
Q
o
HO.
OH g ,
O/

Figure 29 : Benzylidene fonctionnalisé en bout ligiice

La réaction de transacétalisation nécessaire dehtion d’'un oligosaccharide portant un
groupement benzylidéne en bout de chaine a déjadétéite par Lindhorst*'® et
collaborateurs pour un maltose et un maltotriosevard de pouvoir réaliser la
fonctionnalisation par le benzylidéene d’'une amykipee ou méme d’'un amidon, des tests ont

été réalisés initialement sur le maltose.

OH

Ho ~ iou ii o
Q _— Br OH
Q

OH OH
OH

i) p-bromobenzaldéhyde, DMF, APTS ii) p-bromobea&ayde, triméthylorthoformiate, DMF,
APTS
Figure 30 : Synthese du 4',6’-O-parabromobenzyleféaltose

Dans les deux protocoles envisages, la réactionpetanis que I'obtention de mélanges
comprenant le produit souhaité. Une analyse par Rivivtre clairement la présence du pic
caractéristique du proton acétalique du groupeinenzylidene a 5,7 ppm. Un inconvénient de
cette voie est le temps de réaction par rapportrangements obtenus. Lindhorst décrit des
réactions de 6 a 8 heures respectivement avecltesaat le maltotriose pour des rendements

annoncés a 40 et 309%%. Il est donc raisonnable de penser que pour dgsguzharides de
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taille plus importante, le temps de réaction etrimsdements évolueront tous deux dans le
mauvais sens, vers des temps beaucoup plus lodgs eendements beaucoup plus faibles. En
ce qui concerne le rendement, cela peut dans us 88r moins important puisqu’un
rendement faible impliquerait un nombre d’extrémitdoins important et diminuerait alors

peut-étre la possibilité de réticulations intrancol@ires ultérieures.

Quoi qu'il en soit, il n’est pas envisageable a&stale d’avoir différentes étapes de purification
puisqu’il ne s’agit que de modeles et que le praidoit étre transposable aux gros, voire tres
gros polysaccharides. Par exemple, une purificgieimHPLC n’est en aucun cas intéressante
ici, bien qu’elle permettrait facilement d’obtemés produits purs désirés. Il faut uniquement
des méthodes simples, efficaces et surtout prépesatLa fonctionnalisation du dernier
hydroxyle en @ des chaines par un groupement benzylidéne a dénmiée de co6té parce

gu’elle risque de présenter beaucoup plus de difedans le passage a I'échelle supérieure.

Cette voie de synthése proposée est ambitieudégatnée mais la réalité de la paillasse en a
montré les limites. La tres grande multiplicité dgeupes hydroxyles ens@st a la fois un
avantage pour la réactivité mais un inconvénientr @ méme raison. En effet, méme avec de
bon rendements, le couplage intramoléculaire auggdt difficile a éviter (excepté sur
I'amylose). Par ailleurs, lors de I'étape de cogplaaucune méthode n’aurait permis de faire la
différence entre un couplage intra- et un couplaggmoléculaire. Le fait d’abandonner l'idée
de fonctionnaliser le c6té non-réducteur des machkeenles induit automatiquement
limpossibilité de réaliser une polymérisation deacromolécules entre elles. Il faut alors
s’attarder sur le couplage via I'extrémité réduetriles polysaccharides afin de pouvoir réaliser
un couplage téte-a-téte qui permettrait d’obtenir maximum un doublement des masses

molaires.

2) Couplages a partir de I'extrémité réductrice emilieu organique

Dans une stratégie de couplage via I'extrémité ctthe des chaines amylacées d’amidon, on
se trouve compléetement a l'opposé de la stratégides extrémités non réductrices. Dans ce
cas il y a unicité du site cible pour chague maaiécule ce qui interdit tout couplage

intermoléculaire a quelque étape de la synthése cguesoit mais aussi, et surtout, une
différenciation importante au niveau chimique dedfémité réductrice par rapport au reste de
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la molécule cible. La fonction hémiacétalique, coendeécrite précédemment est équivalente a
un aldéhyde masqué ce qui permet d’envisager degions spécifiques et par conséquent
ciblées. En l'occurrence, ici la voie de synthébseisie est I'acylglycosylation. Avant de

réaliser les modifications sur de I'amidon, desstesit été effectués sur le modéle du maltose.

a) Couplage par acylglycosylation

Le premier exemple qui a été testé était basé sarréactivité particuliere de la fonction
hémiacétalique déja utilisée au laboratoire, damscddre du travail de la these de S.
Nazabadioko sur la synthése de saponosides. Aus cderce travail, le couplage par
acylglycosylation d’acides gras sur des oligosaddba a été réalisé par transfert de phase. La

déprotection sélective des acétates avait ététeffecsans rupture de la liaison acylglycoside
[120]

La premiere étape dans toute cette partie concetaachimie en milieu organique est la
peracétylation du maltose dans la pyridine afippelemettre sa solubilisation puis la bromation
classique du carbone anomére par de l'acide brorguala 33% dans l'acide acétique. Ces
deux réactions permettent d’obtenir facilement et de grosses quantités le 1-bromo-
2,3,6,2',3',4",6’-O-heptaacétylmaltoSé*.

OH OAc

o O,
HO OH i AcO OAc
HO y AcO
OAc
OH
o o
I} (o)
HO AcO OAc
OH OAc
OH
OAc Il
(o}
AcO OAc
AcO
OAc
o}
o)
AcO
OAc
Br

i) anhydride acétique, pyridine. ii) HBr 33% dans@H, CHCl,

Figure 31 : Synthése du 1-bromo-2,3,6,2’,3',4’,6h@ptaacétylmaltose.
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C’est donc le 1-bromo-2,3,6,2',3",4’,6’-O-heptaadétaltose qui est le substrat réel de
l'acylglycosylation, étape clé de la stratégie. t€eatéaction spécifique d’'un acide sur la
position anomérique bromée d’'un sucre peracétgkecheisie du fait de I'expérience acquise

au sein du laboratoire quant a sa mise en ceuvre.

reo”” A on 1) Acide undécylénique, . .
OAO ° CH2C| 2 - Acico OAc
AcO ~\ 2) Aliquat 336, KCOs, oA 0

B H,O 2Co O\“/\/\/\/\/\
r OAC

Figure 32 : Synthése de l'undécylénate-tieptaacétylmaltosyle

Le rendement de cette réaction d’acylglycosylafianl’acide undécylenique est de 42%. Il est
peu élevé mais s’explique par la |égeére instabditédérivé bromé qui lorsqu’il n'est plus
conservé a froid, s’hydrolyse pour donner le 1-byg¥2,3,6,2’,3",4’,6’-O-heptacétylmaltose.
Le choix de l'acide undécylénique s’explique patdagueur de la chaine carbonée qui apres
couplage créera un bras espaceur de 20 atomestEneaD’autre part la bifonctionnalité
avec la présence de la double liaison terminaleuas€lément important de la stratégie

puisqu’elle permet de réaliser dans un second téengsuplage par réaction de métathéese.

Grubbs | 5%
CHZC |2 OAC
AcO MOM
/&/ "

Figure 33 : Couplage par réaction de métathese
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La réaction de métathese a permis [I'obtention déeodyl-10-enate de di-
heptaacétylmaltosyle avec un bon rendement de &3%uaremiere étape de couplage sur le

modeéle maltose est donc facilement réalisée eapksét

Apres avoir réalisé la réaction d’acylglycosylatisur un monoacide, elle a été réalisé sur un
diacide gras a 9 carbones, I'acide azélaique, cpegmet de réaliser le couplage en une seule
et méme étape. On obtient dans les mémes condltam@date de do-heptaAcétylmaltosyle

avec un bon rendement de 61%.

OAc
o Ao OAC
C!
AcO OAc OAc
AcO o
OAc
o OAc OAc
o) AcO o
AcO 0 o\m
OAc 7 OAc

(e] (e]

Figure 34 : Couplage par diacylglycosylation

b) Désacétylation sélective

o) Déprotection chimique

La derniere étape de la synthése est la dépratesélective des 14 groupements protecteurs
acétates. La difficulté de cette déprotection irsici a cliver sélectivement les groupements
acétates sans toucher a la fonction acylglyco$itiesieurs méthodes ont été décrites dans la

littérature™®® et utilisées avec succés au laboratoire sur destrats acyl-glycosides.
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Dans un premier temps, pour mettre au point lati@accette déprotection a été étudiée sur

'undécylénate di-heptaacétylmaltosyle.

ACO% MeOH-EgN-H,0 /&‘
AcO \/ >
Am &/ T\/\/\/\/\

Figure 35 : Désacétylation sélective

Par la méthode proposée, trés rapidement lors du si@ la réaction on voit par

chromatographie sur couche mince l'apparition d’'uaehe correspondant au produit de
désacylation qu’est le 1-hydroxy-2,3,6,2’,3’,4’®-heptaacétylmaltose puis lorsque la
réaction avance, la désacétylation complete seufred par analyse RMN, le maltose est

identifié comme étant le produit final de la réawoti

OH
0
AcO OAc
c MeOH-EN-H,O S
A/O% . b 2 » HoHO OH
co 0

o
A ™ \"/\/\/\/\/\ o
HO

o OH
OH

Figure 36 : Désacylation complete

Une explication proposée pour la non-sélectivitdadméthode est le non-encombrementien
de la fonction acyle de la chaine carbonée. En,dfigns le cadre des saponosides (acyl-
glycosides frequemment rencontrés lors d’étudesdesumétabolites secondaires des plantes),
le carbone ern est quaternaire et ne permet sans doute pasql&ttaucléophile sur le
carbonyle. Dans le cas présent, la différence tstrale et spatiale est trop faible pour

permettre a la méthode d’étre sélective. Une amé#hode a donc été envisageée.
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[3) Déprotection enzymatique

La seconde méthode envisagée pour réaliser la wéfom sélective des acétates est une
méthode enzymatique. L'intérét d’'une réaction eratyque réside dans la spécificité de la
reconnaissance structurale du substrat a hydrolydemzyme qui a été retenue pour notre
étude est I'acétylestérase de peau d'oréigear elle a été décrite comme étant active sur des
substrats sucres acétyl&s!. Cette enzyme n'étant pas disponible au mometigtigle, nous

I'avons extraite et purifiée au laboratoire.

Aprés l'extraction d’'une acétylesterase (EC 3.).11é peaux d'oranges selon la méthode
décrite par Gary Williamsoft??, et une étude sur ses conditions optimales diatitin en
suivant I'hydrolyse de l'acétate de p-nitrophéni@nzyme est testée sur le D-glucose, le

maltose puis sur I'undécylénateneheptaacétylmaltosyle.

Le probléme récurent rencontré lors de cette maatst I'insolubilité des produits acétylés

dans le tampon NaCl & pH 6,2. Méme aprés un lomgpdede réaction, il apparait que la
déprotection ne s’amorce pas tant que le substat pas solubilisé. De nouvelles conditions
ont été mises en place avec un co-solvant. Le lmausiochoisi est le DMSO car il solubilise le

D-glucose et le maltose peracétylé sans inhibepéetement I'enzyme. Aprés une semaine de
réaction, les chromatographies sur couches minaa#remt que I'hydrolyse des acétates a
lieu. Pour autant l'undécylénate ne se solubiliss plans le DMSO ce qui impose un

changement de co-solvant. Le nouveau co-solvarnsiobst le DMF.

0 Acétylestérase
AcO OAc Tampon NaCl pH= 6,2 ,
AcO ~ ) P P » Mélange
cO 0

c&*, DMF 10%, 60°C

Figure 37 : Désacétylation partielle via I'acétytégase

Aprés 15 jours de réaction, le suivi par chromapbre sur couche mince indique qu’une
déprotection partielle a bien eu lieu mais conduitin mélange complexe de produits de
polarité supérieure. Une analyse par RMN montrerdsistance de la chaine grasse a

'hydrolyse mais aussi lI'absence de 1-hydroxy-23,8',4’,6’-O-heptaacétylmaltose. Les
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hypotheses qui peuvent étre proposees pour explguetsultat sont d’'une part que la quantité
d’enzyme mise en jeu dans la réaction n’est paszdegortante pour engendrer une cinétique
plus rapide. D’autre part, en postulant que I'eneyhydrolyse plus facilement les acétates
portés par des carbones primaires, une migratisradétates du sucre terminal vers la position

primaire est envisageable.

En effet, Queneau et collaborateurs ont montré murelieu aqueux et/ou organique, en
présence d’'une base, les esters en positignét&ient plus stables que ceux emC en G et
qu’'une migration des esters vers la positign &ait observé€?*. Par ailleurs Waldmann et
collaborateurs ont montré que I'enzyme est activg $ 6O0-acétyl-1,2 :3,4-d-
isopropylidénea-D-galactopyranosé?® puisqu’elle désacétyle en position 6 avec un tigrs
rendement de 73%. Dans le méme temps, ils montrenin D-glucose peracétylé donne
exclusivement des produits déprotégés en positiomarique apres 20% de conversion et en
position 1 et 2 apres 40% de conversion. En auasnils ne retrouvent de 6-hydroxy dans le
milieu malgré la capacité vérifiee de l'acétyleat& a hydrolyser I'acétate en position
primaire. Il serait intéressant de voir si pour 6@8&cconversion ils trouveraient exclusivement
du 1,2,3-trihydroxy-4,83-diacétylglucopyranose dans le milieu réactionmelpkis des deux

premiers produits déja observés.

Ceci vient tout a fait corroborer I'hypothése pre@e dans le cas de la déprotection de
'undécylénate consistant a dire que les acétaydsolysés sur D-glucose terminal peuvent
migrer jusqu’a la position primaire tandis que celuxglucose réducteur ne le peuvent pas. De
ce fait, et par la cinétique tres lente de la iéact’hydrolyse et celle de migration des

acétates, un mélange de nombreux produits panietie déprotégés est obtenu.

En raison des difficultés rencontrées dans la dtdabon du substrat, cette désacétylation n’a
pas été réalisée sur des polysaccharides protégésdans le cas d’une solubilité suffisante, il

serait intéressant de regarder si, en conduisaig déprotection sélective, on observerait une
désacétylation sélective des carbones primairesi gjme ceux du dernier D-glucose non-

réducteur de la chaine. De ce fait, la méthode istamg a réaliser le couplage en phase
organique a éteé laissée de coté. Afin de s’affraraihsi des problemes rencontrés au cours de
la déprotection, la voie suivante développée estméthode permettant de réaliser directement

le couplage a partir de I'extrémité réductrice aelem agueux.
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3) Couplages a partir de I'extrémité réductrice emmilieu aqueux

La deuxieme voie proposée pour réaliser le couppgeifiquement sur I'extrémité réductrice
a été une voie en phase aqueuse. La réaction ehes I'amination réductrice. La
chimiosélectivité de cette réaction permet d’erggsaune diamination réductrice sur la
position anomérique du sucre réducteur. Une dewxigrdthode sera proposeée, il s’agit d’'une
mono amination réductrice suivie d’'une réactiomuitathése en milieu aqueux. La premiere
option impose un temps de réaction long puisquaitiation réductrice est une réaction lente
[125] | a seconde nécessite la synthése d'un catalgientétathése croisée soluble et efficace
dans l'eau. Les réactions seront testées sur I¢oseakt des dextrines avant de passer a

'amylose puis I'amidon.

a) Diamination réductrice

o) Rappels bibliographiques

L’objectif du couplage est I'obtention d’'une amiewe position anomere. Différentes méthodes
ont été proposées dans la littérature pour y parves couplages avec un groupement urée
comme bras espaceur ont été testés par Steyeftidriaction du phosgéne sur BD-
glucopyranosylamine), Helff”! (amination réductrice de I'urée sur le D-glucase)chikawa

[128] (oxydation d’un isonitrile pour former un isocy&manomeére couplé ensuite avec un 6-
amino-D-glucose). Par ailleurs la taille du brasagsur peut étre grande puisque des protéines
ont été couplées sur des pentaoses par aminatontriee™®”. Enfin, 'amination réductrice a
également permis le couplage doligosaccharidex a@es protéines en milieu aqueux en

présence de cyanoborohydrure de sodtfith

Le fait que la réaction d’amination réductrice @it étre réalisée sur des oligosaccharides avec
des amines de la taille de protéiftd% °”) permet de I'envisager sur des polysaccharidss tel
gue des amidons. De plus, I'espaceur utilisé saras dun premier temps de petite taille
puisqu’il s’agit de I'hydrazine, de I'ortho-diamibhenzéne ou la benzidine ce qui permet un

acces facile en théorie a I'extrémité réductrice plglysaccharides.
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Il est possible de schématiser le couplage par a&iom réductrice par une longue chaine
séparé par un petit bras espaceur comme représanti figure 39. Il est a noter que plus les
chaines sont longues, moins I'extrémité réductestevisible pour I'amine et apparait comme
petite, ce qui laisse a penser que les temps dgiaga augmenteront avec la taille des

oligosaccharides.

P NN NN +  —

ANNS NN SNANASNNNS

Figure 38 : Schématisation du couplage sur uneéexite réeductrice d’'un oligo ou

polysaccharide

L’amination réductrice ici mise en jeu est la réattd’'une diamine sur I'extrémité réductrice
d'un polysaccharide. Cette réaction permet I'obtentd’'une amine secondaire via une

carbinolamine et/ou une imine.

RCHNH, + RCHO=——== R'CH(OH)NHCHR ;. 5

-H,0 \}\\

2~ R'CH,NHCH,R

R'CH:NCFbR///HZ

Figure 39 : Principe de 'amination réductri¢g&®

Cette réaction lorsqu’elle est réalisée sursNi¢ut aller jusqu’a la formation de I'amine
tertiaire. La réactivité est fonction de I'encombent des fonctions. Skita et Keil ont montré

gue la réaction faite avec une amine encombréetitldodes rendements beaucoup plus faibles
[130]
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Figure 40 : Influence de 'encombrement de I'amifi@

De la méme facon, ils ont montré que I'encombrens&drique sur le carbonyle engendrait une
baisse des rendemefits!. Rylander a montré par ailleurs qu’un des prodsgtsondaires que
peut engendrer cette réaction est I'alcool issladéduction du carbonyl&?. La réduction est
communément réalisée par le cyanoborohydrure deirsothais des réductions par catalyse

hétérogéne sur différents métaux ont été réalis€es

) Couplage sur modéle maltose

Le premier modeéle sur lequel la réaction a étés@alest le maltose pour des questions de
facilité de suivi de réaction. Le couplage a éféatfié avec la plus petite diamine existante,
'hydrazine, et l'ortho-diaminobenzéne, une diamipessédant un chromophore, ce qui

pourrait étre intéressant dans le cadre d’'un sléwiouplage par analyse UV.
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OH

OH

i) Hydrazine, Na(CN)BE] H.O ii) ortho-diaminobenzéne, Na(CN)BHH,O

Figure 41 : Diamination réductrice sur le maltose

Dans les deux cas de couplage décrits ci-desstsadtion est suivie par chromatographie sur
couche mince ce qui permet d’observer I'apparidam produit trés polaire, comparativement
au maltose. La méthode de purification choisieladixation sur résine échangeuse d’'ions
mais elle n'a pas permis d’isoler la totalité dtragaccharide synthétisé. Le rendement de
purification obtenu est de 20% dans le cas du emeph I'hydrazine et de 5% pour le couplage
a l'ortho-diaminobenzéne. Le couplage n’est pasigeem question mais la méthode de
purification doit étre modifiée pour le passagees dhasses molaires plus importantes. La
méthode de purification utilisée est la filtratisnr membrane de dialyse. Pour le modele
maltose, la différence de masse et surtout destaMec le produit de couplage n’est pas

suffisante pour que cette méthode puisse étraégili

Par ailleurs, les spectres RMN sont difficiles algser de par le nombre d'isoméres possibles.

Par contre la spectrométrie de masse confirmediierie couplage a été réalisé.

y) Couplage sur modéle dextrane

Les dextranes sont des polysaccharides de D-glsidosmires liés em1-6. Ces molécules

sont de trés bons modeles pour I'amylose puisqeedssibilité a I'extrémité réductrice pour
les agents de couplage est similaire a celle deylase. Un autre intérét de l'utilisation de
dextranes comme modele aux couplages d’amyloselusi genéralement d’amidon est la

relative maitrise de leur taille lors de leur sy#h (enzymatique). Les modéles qui ont été
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testés sont des dextranes de 10 et 43 KDa. Ces sl¢hstrats ont des indices de poly-
dispersités relativement faibles ce qui permet die &ssez facilement si un couplage a été

réalisé.

Pour ces substrats de type oligosaccharidiquesdeditions de couplage mises en jeu sont les
mémes que celles utilisées pour le modele maltdgeartir de cette étape, pour laquelle la

taille des macromolécules est plus élevée, le taleurendement est inutile parce que la
purification des macromolécules couplées n’est passible de facon préparative. Deux

méthodes analytiques ont été utilisées afin de yamoda réalisation du couplage : la

chromatographie d’exclusion stérique et la specftomde masse.

_ —10KD
MW: 10 KD apres
c couplage
S
Benzidine £
E
)
Temps (s)

Figure 42 : Suivi par SEC sur colonne Shod& du couplage de la dextrine 10 KDa

Mw= 43 KD ——43KD
s ——aprés couplage
Benzidine 2

temps (s)

Figure 43 : Suivi par SEC du couplage de la dextd3 KDa
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La figure 42 montre, par chromatographie d’exclostérique, un déplacement vers des temps
de rétention plus courts donc des masses plus temes. Ce phénoméne, méme léger, associé
avec l'élargissement du pic a mi-hauteur indiquaneé augmentation des populations de
masses intermédiaires, prouve l'effectivité du dage. La figure 43 concernant la dextrine 43
KDa ne met pas en évidence de déplacement du p& smportant que pour la dextrine 10
KDa mais un élargissement léger du pic. Ceci sigupl par la polydispersité initiale plus
importante de la dextrine 43 KDa par rapport decaéét 10 KDa. En effet, la dimérisation d’'un
substrat polydisperse ne conduit pas rigoureuseaeaubler la masse molaire puisque rien
n‘empéche les grosses macromolécules de réagirdegepetites et méme la probabilité que
deux grandes macromolécules réagissent ensembjgusstaible que le couplage entre deux
petites (ou une grande) et une molécule de tad#ftement moins importante. Ainsi, les
spectres de masse montrent pour les deux couplage forét » de pic allant de la masse
molaire du substrat jusqu’a une masse quasimerivaigote au doublement de la masse

molaire.

|
1500~

30716.3
32644.7

03 260449
76578.9

42856.8

30600 40600 60600 60(‘100 104‘)00 80600 90!‘)00 100‘000 110‘000
Mass (m/z)

Figure 44 : MALDI-TOF du produit de couplage dedextrine 43 KDa par la benzidine
La figure 44 montre des pics correspondants audyi®de départ entre 30 et 50 KDa, un pic

important & 78 KDa et un «gazon » entre 50 et Ta Korrespondant a I'ensemble des

couplages intermédiaires.
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Figure 45 : MALDI-TOF du couplage de la dextrine RBa par I'ortho-diaminobenzene

Sur la figure 45, on retrouve le méme type de témilavec des pics correspondants aux
produits de départ, un pic a 135 KDa prouvant geecbuplage a eu lieu entre des
macromolécules de fortes masses et un ensemble agsem molaires intermédiaires

correspondants a des couplages entre masses raeiairees.

Par ces deux méthodes analytiques, la preuve dulagrispécifique par amination réductrice
sur I'extrémité réductrice de polysaccharides dessea molaires élevées a été faite. Ces
résultats permettent d’envisager le couplage, ros gur des modéles, mais bel et bien sur

'amylose et par la suite sur 'amidon.

0) Couplage sur 'amylose

L’amylose qui a été utilisé pour réaliser le cogplaest un amylose obtenu par séparation
amylose/amylopectine & partir d’amidon de blé pacipitation au n-butandl® et I'agent de
couplage choisi est l'ortho-diaminobenzéne. La md¢h qui a été retenue est la
chromatographie par exclusion stérique sur Gel &dgph CL2B avec détection par analyse du
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complexe a liode. Il s’agit de complexer I'amylogar I'ion polyiodoiodure et de corréler le

Amax du complexe obtenu par spectroscopie UV au DR dbdine complexé®.
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100,00 .
" X X
£ 80,00 * Py
5] L 2 L 2
c
c
@ 60,00
c
(]
) *
€ 40,00
o
o
20,00 -
000 | 0000006006000 0 : . a
0 5 10 15 20 25 30
tubes

Figure 46 : DP moyen de I'amylose chromatograplaé gxclusion stérique sur Gel

Sepharose CL2B, analysé par complexation a l'iode

La figure 46 montre que I'amylose utilisé pour &alisation du couplage a un DP moyen
compris entre 46,6 et 100 ce qui implique des nsass#aires allant de 8000 a 16000 g/mol.
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Figure 47 : DP moyen d’amylose couplé a I'ortho+diaobenzéne
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La figure 47 montre que le DP moyen des amylosessagaction de couplage va de 46,6 a
163. De cette facon, il apparait que le couplage@ eu lieu. Les DP moyens obtenus ici sont
plus petits que ceux mis en jeu dans le cas ddasates puisque dans le cadre du couplage de
la dextrine a 73 KDa, le DP du produit de coupladmnt le pic est a 135 Kda, est de 833.
Toutefois, la plus grande solubilité en milieu agueles dextranes justifie qu’elles aient éte

testées avant de réaliser les couplages sur I'amylo

€) Couplage sur I'amidon

Dans le cadre du couplage de I'amidon, les diffésreagents de couplages utilisés ont été
I'hydrazine, l'ortho-diaminobenzéne et un polyééng glycol (PEG) modifié en bout de

chaine afin d’obtenir un PEG diaminé. L'intérétrdaliser le couplage avec un PEG (de masse
molaire 8000 g/mol) modifié en bout de chaine estcdmparer par la suite les propriétés
meécaniques du produit obtenu, dont la taille dkdmest bien plus grande que celle des

produits obtenus avec I'’hydrazine ou I'ortho-diaackienzéne.

TsCl, Pyridine o OTs
o OH ’ -
HO/\/ \é/\O%/\/ - TSO/\/ MOW
n

NaNs, H,0

97%

o NH
H N/\/ \é/\o%/\/ 2 Hj sur Pd/C, HO /\/o N3
z n - Ny o)

95%

Figure 48 : Synthése du polyéthylene 8000 diaminé

La figure 48 présente le schéma de synthése pamhdibbtention du PEG modifié. Une
tosylation dans la pyridine suivie d'une substdatnucléophile (SN2) par I'azoture de sodium
permet d’obtenir le composé diazidopolyéthylenegllyavec de bons rendements. Enfin une
hydrogénation en présence de palladium sur chaboutit au composé diaminé souhaité. Les
trois réactions nécessaires pour cette synthésessimies par spectroscopie IR. Cette méthode
permet de voir I'apparition et la disparition dwckeybenzénique du groupement tosyle (peigne

entre 530 et 700 cf) ainsi que celle du groupement azido (pic trésrisé & 2021 ch).
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Puisque lors du passage au couplage de I'amidéchdile moléculaire visée est encore une
fois difféerente comparativement au maltose, auxtrdees ou l'amylose, la méthode
permettant de prouver le couplage est elle augsirerune fois différente. La chromatographie
sur couche mince n’est pas possible, la spectrasctgpmasse non plus et la complexation a
liode encore moind® . Ainsi, pour vérifier que le couplage est effectine analyse
viscosimétrique Brookfield est faite pour le cowmlaa I'hydrazine et pour celui au PEG
modifié. La valeur moyenne de la viscosité Brodkfide I'amidon natif est de 300 tandis que
'amidon couplé a I'hydrazine ou au PEG modifié derrespectivement des valeurs de 25 et
de 50. Cette variation non négligeable de la visgasdique qu’il y a bien eu modification de
la structure macromoléculaire au cours de la réaale couplage. Ce résultat est étonnant car
on s’attendrait a une augmentation naturelle deideosité avec lI'accroissement de la taille
comme dans le cas des polymeres linéaires, maidéscétat doit étre comparé aux propriétés
particulieres des polymeres réticulés ; par exenjdeg et Jana ont montré qu'un amidon
réticulé par I'épichlorhydrine présente une vistbdBrookfield trés basse par rapport a
I'amidon natif correspondafit’.

Ce résultat souléve de nouveau le probleme dedBépar viscosimétrie. En effet, il apparait
gu’un amidon couplé possede une viscosité Broakfiglis basse que le substrat initial. De
méme, il a été montré précédemment que I'amylo&sepite une viscosité relative supérieure a
celle de 'amidon déstructuré. Dés lors que cesltas sont étudiés dans leur globalité, ils
confirment I'hnypothéese posée, plus tét dans le dwnt, consistant a dire que la précipitation
fractionnée n'est pas compatible avec une étudevisieosité qu’elle soit Brookfield ou
capillaire dans le sens ou elle a été menée. ill &ti@ndu une variation vers des viscosités
supérieures pour des fractions plus lourdes etliesi [pngues alors que force est de constater

gue tout indique que la viscosité varie dans | sgpose.

b) Couplage par amination réductrice suivie d’'une éaction de métathése

L'un des inconvénients de la réaction d’aminatiéductrice est la lenteur de sa cinétique.
Ainsi, pour réaliser la double amination, le tengesréaction nécessaire, dans le cadre des
amidons, a été de l'ordre de la quinzaine de joDisst pourquoi il est intéressant de réfléchir
a une voie de synthése permettant de gagner duwsteurda deuxieme amination. L'une des

solutions de substitution proposée a été le coepdagproduits monoéthyléniques a I'aide de la
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réaction de métathese. Cette réaction est largeuntiéis€e pour la réaction d’allongement de
chaines par formation de liaison C=C avec le ppmade ROMP (Ring Opening Metathesis
Polymerisation) ou de CM (Cross Metathesis), maisplupart de ces réactions ont été
développées pour des substrats solubles en milganigue. Les catalyseurs au molybdéne de
Schrock ou au ruthénium de Grubbs (premiére et idmex génération) et de Hoveyda
disponibles commercialement ne sont pas solublesibeu aqueux*®. C'est pourquoi il a
été nécessaire de synthétiser un catalyseur cagiélie soluble et actif en milieu aqueux.

RO/ |N| Catalyseur de Schrock
”“'M

o—— Ph
4

RO

R= C(CH)(CFRy),

PCy3

Cl
////// ",
1,

/ N\ Catalyseur de Grubbs |

PhCI

/Ruﬁ Catalyseur de Grubbs II

1
7
\(6 Catalyseur d’'Hoveyda

Tableau 11 : Liste non exhaustive de catalyseunsncerciaux usuels®!
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a) Synthese du dérivé éthylénique

Dans un premier temps, il faut synthétiser un mtatiaire possédant une fonction éthylénique
indispensable a la réalisation de la métathéssémole groupement choisi est une allylamine.
Deux substrat modéles ont été synthétisés par loweé d’amination réductrice décrite
précédemment: le 1-déshydroxyiallylamine maltose et un 1-déshydroxyyi-

allylaminedextrane, issu du dextrane 10 KDa.

OH OH

Q . Q
HO OH | HO OH
Ho. HO
OH
OH ° OH
o
OHO Ho. 4
OH OH \/\
OH
o)
HQ, HO,
OH O | OH O
_
o} OH /
HO Ho O X HO Ho OH Ry /\/
n OH n N
H H
Ho OH Ho OH
HO Ho

HO Ho

i) Allylamine, Na(CN)BH, H,O

Figure 49 : Couplage de I'allylamine sur le maltetde dextrane 10 KDa

Le principe de la voie de synthese envisagee peisenté sur la figure 50.

ANNNE 4 = —> AANANE -
/ N

Extrémité réductrice Connecteur

2 AP = — AN e T NN

Figure 50 : Principe du couplage via une métathé&senilieu aqueux
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L) Choix du catalyseur

Dans un second temps, il faut s’'intéresser auyssal de métathese croisée a utiliser. Grubbs

[136] 3 décrit un nombre important de catalyseurs efisaen milieu aqueux. Ces catalyseurs

portent des amines quaternaires favorisant ainsidelubilisation dans I'eau ou le méthanol.

Connon et Blechert ont quant a eux greffé le catalyde Hoveyda dé®?° génération sur une

résine PEGA-NH permettant également sa solubilisation en milmgueax™*®,

MesN NMes

Cl
//”/’//,,
2

" RU=—

[\

MesN. NMes

CI/////,

iy,

-
\(

. = Résine PEGA

Figure 51 : Quelques exemples de catalyseurs dathéste en milieu aquels® 137

Ces catalyseurs n’étant pas disponibles commencgdg la synthése du catalyseur était

inévitable. Le choix de tenter la réaction aveccatalyseur original a donc été fait. Le choix

s’est porté sur un catalyseur (mixant les deuxcsires de Grubbs et de Hoveyda) jamais

décrit auparavant.
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Figure 52 : Catalyseur cible

y) Synthese du catalyseur cible

Pour réaliser la synthese du catalyseur cible, daapes de substitution de ligand sur le
catalyseur de Grubbs d&génération sont nécessaires.

o= o—=
>7Br
HO > o} 91%
K,COs, DMF

\(

Ph,PMeBr, tBuOK

THF
P o
Cly, , Grubbs |

'Ru—= \(
CH,Cl,

A

Cl

48% Y

94%

O=-=======

Figure 53 : Synthése du catalyseur de Hoveyda
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La derniére étape de la synthése du catalyseur aeeyida ne présente pas un tres bon
rendement*® puisqu’il ne dépasse pas 50%. Par ajout de 4 &élguits de CuCl dans le
milieu, il a été possible de 'amener a 95%.

Grubbs |, 4 éq CuCl AN

-
Y

[¢]]
\( CH,Cl, “,

95%

N

@]
O--——me-W—— T
|:

4

Figure 54 : Amélioration du rendement de la substin de ligand.

Pour la derniére substitution de ligand, la méthdderite par Mohr et collaborateufg®
consistant en une substitution simple a -78°C @dae m@n solution dans du dichlorométhane du
catalyseur de Hoveyda et du 1(dicyclohexylphosphétiean-2-triméthylammonium n’a pas

permis d’aboutir a la cible.
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CH,Cl,

-78°C /

m{ N// , Pas de couplage
P/\/®\

; : \ / , 4 éq CuCl Pas de couplage
/\/2‘;<

m{ // , Pas de couplage
/\/'é‘)

Tableau 12 : Principe de la substitution de ligdhid et différentes méthodes envisagées

Apres de nombreuses tentatives, la substitutiorpa’@tre réalisée. Cette voie de synthese n'a
donc pas permis d’obtenir le catalyseur cible. E'udes voies envisagées pour réaliser cette
derniere étape consiste a passer par une sulmstigdgus rayonnement, méthode de choix pour
ce genre de substituti&i.

En conclusion de cette partie, il apparait que &haode initialement envisagée consistant a
réaliser un couplage téte-a-queue n'a pas étésabddi du fait de la grande difficulté a
différencier une extrémité non réductrice de I'enke des extrémités de chaines que présente
une molécule d’amylopectine. Par ailleurs, une fincation de I'extrémité non réductrice
engendrerait certainement plus de réticulationgaimbléculaires que de réticulation

intermoléculaire. Or ce genre de réticulation egdlement exclu du projet. Toutefois, le
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couplage spécifique ciblé sur l'unique extrémit@ucdrice des chaines par la réaction
d’amination réductrice en milieu aqueux s’'est m@attres efficace. L'amination réductrice a
permis de synthétiser des substrats portant ungidonéthylénique destinées a étre utilisée
dans le cadre d’'un couplage par métathese en natieeux mais les difficultés rencontrées
lors de la synthese d'un catalyseur soluble etf agti milieu aqueux n’ont pas permis
I'obtention de produits couplés. La voie qui a famaent été validée est celle faisant intervenir
un linker diaminé et une double amination réduetriCette méthode a été validée aprés de
nombreux essais sur des molécules modeles. Lesaatmis en évidence la chimiospécificité
de la réaction sur I'extrémité réductrice d’un @algcharide, les dextrines ont montré que la
taille de I'oligosaccharide n’était pas un frein @auplage et I'amylose a confirmé que cette
réaction pouvait étre menée a bien sur I'un degspotharides présents dans I'amidon.

De ce fait, difféerents amidons couplés ont pu &fmethétisés en quantité importante pour
pouvoir étre formulés afin de préparer des matgrigtuen tester les propriétés meécaniques.
Néanmoins, un des probléemes majeurs des matérimylae@és est I'évolution de leurs
propriétés mécaniques au cours du temps. Le smgiihent par recristallisation est un des
freins a l'utilisation a grande échelle de ce tggematériaux. Il reste alors a essayer de limiter
la recristallisation des échantillons au coursaags. C'est pourquoi une étude sur I'amidon
de blé non modifié a été faite.

C) Modifications par attaque enzymatique

Puisque les matériaux solides a base d’amidon ngeceent pas leurs propriétés mécaniques
au cours du temps, il est important d’essayer dé&gher ou tout du moins de limiter ce
vieillissement. Comme cela a été décrit précédemnesimatériaux amylacés subissent deux
types de phénoménes en fonction de la températagualle ils vieillissent® **! Dans le cas
présent, les échantillons étant plastifiés au gbicdans une formulation a 20,5 et 27% en
masse de glycérol par rapport a celle de l'amidatif requilibré a 12% d’humidité, le
vieillissement par recristallisation est la priraig source de modifications structurales qui
affectera les propriétés physigues et mécaniques wmatériaux obtenus. Or cette
recristallisation est due principalement aux cha&idamylose qui recristallisent trés vite en
intermoléculaire puis & I'amylopectine qui, ellegristallise surtout en intramoléculalf® 2°!

Fort de cette analyse, une dégradation enzymatitpleee et contrélée du substrat a été mise en
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ceuvre afin de supprimer ou du moins de limiter daristallisation intramoléculaire de
'amylopectine puisqu’il s’agit du composant pripal. En outre, les branchements eeh6
étant un frein a la recristallisatiéfy’, I'hydrolyse parB-amylase est toute indiquééY. En
effet, avec cette enzyme non seulement I'amylopedst « élaguée » mais sa recristallisation
intra- sera limitée puisqu’elle conserve les bramebnts ennl-6. Cela permet également
d’éliminer toute présence d’amylose. Il sera irdéamt de voir dans un premier temps
l'influence gu’une telle dégradation aura sur lesppiétés physico-chimiques des dextrines
limites obtenues, puis dans un second temps dseéalne étude cinétique de I'hydrolyse

enzymatique et enfin de comparer la recristallisaties dextrines partielles isolées.

1) Propriétés physico-chimiques des dextrines liat

Une des propriétés importantes de I'amidon estesaforte hydrophilie et I'on sait par ailleurs
gue la quantité d’eau influence la recristallisateu sein des amidons matériaux. Néanmoins,
ce vieillissement par recristallisation étant miggarement intramoléculaire, la proximité des
chaines amylacées les unes par rapport aux adaes,la fraction amylopectine, y contribue
aussi de facon certaine. C’est la combinaison deleex facteurs qui peut expliquer en partie
le nombre limité de débouchés industriels qu’offaenidon en tant que matériau. En effet, la
recristallisation n’est possible que lorsque legiicls sont suffisamment proches les unes des
autres pour permettre la formation de la doubléceémais comme décrit précédemment, la
présence de molécules d’eau est essentielle allaation du réseau cristallin. Ne pouvant pas
empécher la présence d’eau dans I'environnemesiggit d’agir sur la proximité des chaines.
C’est pourquoi l'utilisation de Ig-amylase (EC 3.2.1.2) de type II.B obtenue a péd#ditorge
(Sigma A 7130) est préeconisée afin de réaliser dgratlation des chaines depuis leur(s)
extrémité(s) non réductrice(s) jusqu’aux branchdmate typeal-6 par élimination de
maltose. Kurt Meyer ou Stanley Peat ont montré lgutaux de dégradation maximum de
I'amylopectine paf3-amylolyse était fonction de I'origine botanigti&" **? et qu’elle variait
entre 55 et 62%. De ce fait une dégradation a baute 50% en masse des amidons a été
réalisée. Ainsi leg-dextrines synthétisées ont quasiment un taux deadétion maximum et
voient la longueur de leurs chaines extérieuregit€xide facon tres nette. En outre, 'amylose,
non ramifié, plus facile a hydrolyser, a été tataat digéré par I'enzyme.
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La dégradation pgs-amylolyse de I'amidon a été faite sur des écHanslde blé et d'ignames

pour étudier la recristallisation de lefirdextrine limite au cours du temps. Le blé sert de
référence puisqu’il est couramment étudié, tandes lggname est utilisé de par la forte masse
moléculaire de son amylopectiffé. Dans les conditions de vieillissement choisie3%8

d’humidité relative pendant un maximum de 7 senmi@e température ambiante, la
recristallisation n’est pas trés importante posrdenidons natifs. En effet, les deux figures ci-
dessous montrent les enthalpies de fusion mesp@Ee®SC due a la recristallisation des

échantillons initiaux et de lef~dextrine limite.
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Figure 55 : Comparaison des mesures des enthafif@dasion de 'amidon de blé formulé a
27% de glycérol et de gadextrine apres 7 semaines de vieillissement a B0Reet a

température ambiante
Il apparait nettement qu’aprés 7 semaines de igg@inent, 'amidon de blé présente un léger

pic de fusion dont I'enthalpie est de 0,612 J/gdis que dans le méme temps3lkaextrine

limite présente une courbe bien lisse ne montracuirapic de fusion.
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Figure 56 : Comparaison des mesures des enthaff@dasion de 'amidon d’'igname (jaune)
formulé a 27% de glycérol et de galextrine aprés 7 semaines de vieillissement a BO%eet

a température ambiante

Le méme type de résultat se retrouve pour l'ignawvec pour seule différence la valeur de
I'enthalpie de fusion qui est deux fois moins inmpate que celle de I'amidon de blé avec une
valeur de 0,318 J/g.

Il ressort globalement de cette étude que la dégjmad des amidons par une hydrolyse
enzymatique au moyen de Baamylase a bel et bien permis de limiter et ménengécher

totalement, pour au moins une période de 7 semdamescristallisation des amidons formulés.
Certes le vieilissement des échantillons d’amid@st pas important dans les conditions que
nous avions choisies mais la difféerence ave@tdextrines limites est néanmoins bien nette,
surtout dans le cas de I'amidon de blé. Il sembksiague pour un méme intervalle de temps,

I'amidon d’igname ne recristallise que moitié mogas rapport a 'amidon de blé.

A la vue de ce résultat, il semble intéressantalest une hydrolyse correspondant a une perte
de masse de 50% est rigoureusement nécessaire liputer le vieilissement de nos

échantillons ou bien si un taux inférieur peut &wéfisant pour permettre le contrdle de la
recristallisation.
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2) Cinétique d’hydrolyse enzymatique pa3-Amylase

Pour savoir s'il est impératif de dégrader a 50%urpoonstater une diminution de la
recristallisation de I'amidon, deB-dextrines partielles dont le taux de dégradatieh e
respectivement de 5, 10, 20 et 30% ont été praluiant donné que la recristallisation est
plus marquée pour I'amidon de blé que pour lignati@&ude a été restreinte a 'amidon de
blé. La dégradation enzymatique est suivie par gioshu Dextrose Equivalent (DE) de la
solution selon la méthode de Luff-Schobff' **4 Puisque le DE mesuré est uniquement
fonction de la quantité de maltose libéré, la papéition au DE des longues chaines amylacées
est négligeable devant celle du maltose. Ainsisewant la valeur du DE, la quantité de

maltose libérée en solution est connue et dedddux de dégradation aussi.
a) Cinétique
La dégradation de I'amidon a été réalisée a un @#,8 pour une température de 50°C et non

a 20°C comme indiqué par le fournisseur, afin diauoe activité supérieure de [laamylase

et ainsi réduire la durée de I'hydrolyse.
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Figure 57 : Cinétique de I'hydrolyse de I'amidonlilé par/amylase a 50°C

La figure 57 montre que la libération de maltoseliagaire au cours du temps. Il s’agit d’'une

cinétiqgue d’ordre O ce qui permet de détermindefeps nécessaire pour atteindre les taux de
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dégradations souhaités de facon simple. Ainsi dagss conditions d’hydrolyse, I'enzyme

permet la libération de 16,2 mg/min de maltose.

Dans le tableau 13 ci-apres sont rapportés lessatimydrolyse nécessaires a I'obtention des

différentes dextrines.

Taux de dégradation Durée d’hydrolyse
(%) (min)
S 17
10 79
20 202
30 326

Tableau 13 : Durée d’hydrolyse en fonction du tdaxdégradation

b) Dégradations

A l'issue de ces dégradations, il faut éliminemaltose formé pour isoler les dextrines. Pour
ce faire, l'ultra-filtration frontale agitée déjanployée dans le cadre du fractionnement des
amidons est reconduite. Ainsi, sur des membrane$0dKDa, les dextrines obtenues sont

retenues.
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Figure 58 : Représentation graphique des masseegines obtenues apres une série de

dégradationgz-amylasiques
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Figure 59 : Représentation graphique du maltoséribaprés dégradationgamylasiques

Lors de I'analyse de l'ultra-filtrat, un test adde a dans tous les cas conduit a la coloration
bleue caractéristique du complexe amylose—iodombti. Cela signifie de facon certaine
gu’il N’y a pas que du maltose dans le filtrat maissi des chaines oligo-saccharidiques de
type oligomaltosides plus ou moins longues. Un@sgée ultra-filtration destinée a isoler ces
« petites dextrines » a été réalisée cette foisusarmembrane de 1 KDa. Sur la figure 59 est

représentée la quantité de maltose finalement ékéapet le tableau 14 dresse un bilan

complet des différentes fractions isolées et pesgesnd cela a été possible, apres
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lyophilisation. La reproductibilité des résultatesdfigures 58 et 59 tendent a valider la

méthode utilisée.

On constate dans un premier temps que les massemltiesse obtenues sont tout a fait en
accord avec les preévisions faites lors de I'étuddadcinétique de dégradation. De plus, on
constate que la quantité de Fractions Oligosadatigales intermédiaires (FO) correspondant
aux nouveaux oligosaccharides augmente avec led@aaégradation.

Fractions
Dextrines Intermédiaires
% B-amylolyse ) 1< >10 KDA Maltose (g)
FO (9)
5 18,24 ND 0,5
17,18 0,16 19
10 16,63 0,16 2,4
17,05 0,16 21
14,18 ND ND
20 14,52 ND 4,4
15,01 0,46 3,9
11,92 0,96 5,7
30 13,70 ND 55
13,14 ND 59
14,09 ND 59

Tableau 14 : Masse des différentes fractions oldsmprés dégradation partielle pg

amylase
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Figure 60 : Spectre RMN de la fraction FO30 ; fiaatoligosaccharidique isolée entre 1 et 10
KDa aprées 30% de dégradation

Figure 61 : Spectre RMN de la fraction FO20 ; fiaatoligosaccharidique isolée aprés 20%

de dégradation
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Figure 62 : Spectre RMN de la fraction FO10 ; fiaatoligosaccharidique isolée apres 10%

de dégradation

Aprés spectroscopie RMN des différentes fractiofdigbsaccharides « nouveaux », une
détermination du DP moyen ainsi que du taux dedvament de typa(1-6) (dans chacun des
cas, peut étre effectuée avec une précision relakevI'ordre de 10 a 20 % par I'analyse des

intégrations des pics spécifiques.

Dans les spectres des fractions oligosaccharididt@$0, FO20 et FO30 isolées aprées
respectivement 10, 20 et 30% de dégradation peEsenir les figures 60, 61 et 62, I'analyse
des intégrations relatives des pics a 4,9 ppmdspondant aux protons portés par le carbone
anomere de D-glucose des branchements liésu(@nr6), des pics a 4,65 et 5,2 ppm
(correspondants aux protons portés respectivenmepogtionsa ou 3 par le carbone anomére
de I'extrémité réductrice), du triplet a 3,4 ppnorfespondant aux protons, ldes positions 4
non-glucosylées des unités terminales non rédestdes chaines) avec le reste des protons H-
1 des unités D-glucoses intérieures indifférengipesmet de calculer un DP moyen ainsi que
le taux de branchement le nombre moyen de ramitatar molécule dans chacune des trois

fractions.
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Dans le spectre de FO30, I'intégration comparativepic des protons Hdes unitési(1-4)
indifférenciés a 5,3 ppm, avec leurs analoguesdeéex anomeres de I'extrémité réductrice,
permet de calculer un DP moyen proche de 50. Ignatidon du pic a 4,9 ppm est égale a la
somme des intégrations des pics des protopsrdducteurs d'une part et par ailleurs,
l'intégration du triplet a 3,4 indique qu’il y a @anoyenne un proton terminal de plus que de
protons H liés ena(1-6). Ces deux informations indiquent la présesealeux ramifications

a(1-6) en moyenne par molécule ce qui corresponutaux de branchement de 4%.

Une analyse similaire pour FO20 indique que latioacoligosaccharidique obtenue apres 20%
de dégradation posséde un DP moyen de 58 et neoctanqu’un seul branchemen(l1-6) en

moyenne ce qui correspond a un taux de 1,7%.

Dans le cas de la dégradation a 10%, le DP moyerQdd n’a pas pu étre mesuré comme
dans les deux cas précédents, les signaux desnééséréductrices sortant difficilement du
bruit de fond. En revanche, I'analyse de l'intégnatrelative des protonsHies terminaisons
non-réductrices avec celle des #es unités liées em(1-6) et des Hindifférenciés indique
gue dans cette fraction, il y a 35 fois plus déstiasa(1-4) que de liaisons(1-6) ce qui

correspond a un taux de branchement de 2,8%.

Il est important de noter ici que plus la dégramfatst longue, plus on a d’'informations sur la
structure des oligosaccharides obtenus mais pdrecarhaque étape de dégradation apporte
des informations d'ordre différent. Pour chacune d&apes, différentes hypothéses peuvent

étre proposées :

- Dans le cadre de la dégradation a 10%,3famylase n'a pas encore pu dégrader
suffisamment les petites molécules d’amylopectibe. ce fait, les protons réducteurs ne
peuvent pas encore étre décelés en RMN. Inéluctanie lorsqu’il y a des branchements sur
un oligosaccharide, le nombre de protong terminaux est égal au nombre de protons
anomeriques liés ea(1-6) plus un. Mais sur le spectre, I'intégratioonde des valeurs trop

proches pour que I'on puisse voir cette différerdlcest possible d’envisager alors que le DP
moyen soit un multiple de celui lu sur le spectlegmentant ainsi d’autant le nombre de
branchements (I'intégration serait non plus de isrda 2 pour lesi(1-6) par exemple). Par la

méme mathématique, la différence entre le nombrerd®ons terminaux et le nombre de
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protons anomériques liés erfl-6) serait plus facilement observable (I'intégmatpasserait
alors de 1,2 a 2,4 pour leg términaux).Si I'hypothese que le DP moyen est en réalité deux
fois celui obtenu apres intégration, alors le nomle de protons H terminaux indiquerait
gue les chaines portent au maximum un branchement que le DP moyen est de 7@eci

est en accord avec la taille des pores de la memalg@ dialyse (10 KDa).

-La deuxieme hypothese concerne l'oligosacchasde de la dégradation a 20%. Dans ce cas,
ou l'oligosaccharide ne présente qu’'un seul et umi@Qranchement, on peut essayer de le
localiser. Etant donné la nature de I'enzyme w@jlisne exo-enzymd,semble plus probable
gue le branchement se situe le plus proche possilde I'extrémité non réductrice Il se
peut aussi que I'enzyme n’ait pas été capable geadér jusqu’au dernier D-glucose précédent
le branchement et qu'il reste deux ou trois un#ges celui-ci. L’hypothése selon laquelle le

branchement pourrait se trouver beaucoup plus pratd I'extrémité réductrice semble

[ ]

Peu probable Probable

nettement moins probable.

Il est & noter également que plus le branchememtosee proche de I'extrémité réductrice

représentée par la boule, plus la longueur demebaiera courte pour un méme DP moyen.

- Dans le cadre de la dégradation a 30%, rien negiede placer les deux branchements I'un
par rapport a I'autre. Par contre, les quantitémdéere obtenues sont cohérentes et montrent
bien gu'en plus des oligosaccharides déja obterepuid les 20% de dégradatiodes
macromolécules d’amylopectine plus branchées, marganmoins de tailles relativement

petites, ont été dialysées aprés seulement 30% degdadation.
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En outre, les analyses des complexes a l'iode sl@ligosaccharides nous informent sur une

longueur de chaine apparente pour chacun d’enkieleuableau 15 montre le rapport entre le

1]

Les deux types de branchements peuvent étre eggisag

Amax Mesuré et le DP du complexe linéaire corresporutaunt les trois fractions F&.

FO10 FO20 FO30
Amax (NM) 545 585 544
DP apparent 39 67 38

Tableau 15: DP apparents des oligosaccharides antion dudyaxdu complexe a I'iode

On peut observer la grande proximité des résukatss de I'analyse du complexe a l'iode et
ceux obtenus par RMN. Si I'on considére que I'iodepeut étre complexé que par une chaine
exclusivement liée ea(1-4), 'analyse duhmax du complexe oligosaccharides-polyiodoiodure
permet de supposer que I'on mesure le DP de lzepaotymaltosidique linéaire entre deux
branchements quand il y en a au moins deux et exteémité réductrice et le branchement
lorsqu’il N’y en a qu'un seul. Cela vient aussi fioner I'hnypothese formulée pour la
dégradation a 10% et indique sans équivoque que l@aoas d’'une dégradation a 30%, les
deux branchements se trouvent éloignés de 38 bghscen moyenne ce qui favorise le

premier modéle proposé.

Enfin, des analyses par MALDI-TOF ont été réalisaasles différentes fractions obtenues. Le
spectrogramme de FO20 est rapporté en guise d’dgesop la figure 63. Il apparait sur la
figure les amyloses dont le rapport m/z est au sa@i@ 2000. Le pic moléculaire a 2138
correspond a un amylose monochargé de DP 13. Sypelgrogramme, on peut lire jusqu’a la

valeur 4236 correspondant a un amylose de DP 26 awaic un agrandissement, il est possible
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de voir les fractions oligosaccharidiques dont R &t de 36 ce qui correspond a une masse
molaire de 5850 g.mdl Il n'est pas possible de voir les pics correspondux amyloses de
DP 37 a 67 parce qu'’ils deviennent trop lourds p@rer ionisés dans les conditions utilisées.
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Figure 63 : Spectrogramme MALDI-TOF de FO20

3) Etude de la recristallisation des dextrines partlles

Apres avoir étudié la recristallisation des dexsirimites au cours du temps et avoir observé
gu’elles ne vieillissaient pas au méme rythme gqgedmidons natifs, I'étude des dextrines
partielles a pour objectif de déterminer un tauxnimum de dégradation nécessaire a la
limitation, voire a I'annulation d’un vieillissemepar recristallisation de macromolécules issus

de I'amidon de blé. Cette recristallisation esvgupar DSC mais également par rayons X.

a) Etude par DSC

Pour cette étude de la recristallisation des deedripartielles par rapport & I'amidon
déstructuré, le mode de vieillissement choisi @esviaillissement accéléré réalisé directement

au sein de la capsule de DSC (Cf: matériels ehodéts). Sur les figures 64 et 65 sont
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représentées les valeurs d’enthalpie de fusion quesles différents thermogrammes obtenus

apres analyse calorimétrique.

Mesure de rétrogradation par DSC

0,7

0,6

0,5 A

04

0,3

0,2

Enthalpie de fusion (J/g)

0,1+

amidon natif dextrine 5% dextrine 10% dextrine 20% dextrine 30%

Figure 64 : Variation de I'enthalpie de fusion emétion du taux de dégradation

Trois principales informations sont a tirer de figsres. En premier lieu, on remarque une
diminution du pic de fusion et par conséquent kidution de la valeur de I'enthalpie de
fusion lorsque l'on dégrade un amidon. La valeurl'dathalpie est de 0,6519 J/g pour
'amidon de blé déstructuré tandis qu’elle n'estisplque de 0,1645 J/g pour 20% de
dégradation. Cela confirme notre postulat de dépgrposant que la dégradation limiterait la
proximité des chaines et par conséquent la redisstoon du matériau. La deuxiéme
information que I'on peut tirer de cette étudelestistence d’'un minimum pour I'enthalpie a
20% de dégradation. En effet, il apparait que p288¢ de dégradation lintensité du pic
augmente indiquant une cristallinité supérieure.r€iltat était pour le moins inattendu. II
peut étre supposé que passé le cap des 20% deladgnaune certaine organisation entre les
chaines a pu se mettre en place facilitant unastallisation. Silverio et collaborateurs ont
montré par ailleurs que la valeur 8H était aussi corrélée au DP des chaines d’amimgsc
[1%6] Toutes les longueurs de chaines ne présentepseria méme influence sur la valeur de
l'enthalpie de fusion des cristaux formés lors @e récristallisation. Par contre, cette
cristallinité disparait de nouveau lorsque le tdexdégradation augmente puisque I'étude par

DSC des dextrines limites ne montre aucune ciisitIrésiduelle.

100



0.005 7
A —— AN
[ -=== dex10%.001
[l — o001
N — = a0
i S
0000 |
3 \\ 77648
!
il ~__ 0gslaly
I\ T
IEAN \\
0,005 | P e
~ \ ey 12057
il SN
2 b T158T
S |\ S sl ‘
3 A e “
5 0o |\ S “
I \ \\‘\ ‘\\‘\ ) = J}
% \ \\ e e UL B ‘J
g - 10208¢ |
S 8365¢ ‘
016450 j
015 . Sl ;
N =t \ ’/’
\\‘ S ———— . ' //"’
S iy, ~
776350102060 e
0.32031lg
0020 o L
\#\‘ 1 //
T — ReSw o
107.86¢ ;
0025— R r . ety W AT
50 0 5 100 150 20 20
ExoUp Temperature (C) Universal V4.3A TA

Figure 65 : Analyse par DSC de la recristallisatida 'amidon de blé et de dextrines

partielles lors d’un vieillissement accéléré

La troisieme information que I'on peut tirer deteedtude concerne la forme du pic de fusion.
En effet, 'amidon déstructuré présente initialemene bimodalité de son pic de fusion. I
apparait ici une disparition progressive d‘fﬁ“ezpic (initialement a 120,57°C) tandis que le
premier pic se décale lentement vers des tempésaélevees. Initialement ce pic sort pour une
température nettement en-dessous de 100°C, tamdies} de 102,08°C pour la dextrine 20%.
Le cas de la dextrine a 30% est un peu particutier.effet, deux hypothéses peuvent étre
envisagées. D’'un c6té, il peut étre proposé quucl@résente une nouvelle fois une bimodalité
ce qui reviendrait a dire que I'on a de nouveatype de cristallinité ou de cristaux au sein de
la dextrine et d’un autre c6té, il peut étre pr@pqse ce pic est en fait un seul et méme pic ne
correspondant qu’a un seul type de cristallini&spntant un maximum pour une température
de fusion de 107,86°C. Or selon Fredriksson etibolateurs, la bimodalité des pics de fusion
d’amylopectine recristallisée est due a la qualés cristaux préserté”. Il est donc tout a fait
envisageable que I'amidon déstructuré présente cdetaux de difféerentes qualités dont

certains seraient plus ou moins chargés de défandiss que d’autres seraient plus homogénes.
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En partant de ce principe, il est possible de ss@pque la dégradation limite la formation de
cristaux homogeénes et ainsi provoque la disparpi@yressive du pic de fusion de plus haute
température mais qu’elle n'empéche pas pour adgambrmation de cristaux disparates et
hétérogene, lors du vieillissement de I'échantill@uivant ce raisonnement, il semble plus
probable que pour une dégradation a 30%, il n'appse qu’'un pic simple ne présentant plus
de cristallinité correspondant au second pic défusitialement présent dans I'échantillon

d’amidon déstructuré mais un ensemble totalemegtdgene de cristaux.

b) Etude par diffraction des rayons X

Pour pouvoir faire une analyse plus précise duligeement des dextrines, une analyse par
diffraction des rayons X était nécessaire. En gffette méthode permet non pas de quantifier
la cristallinité des échantillons comme le faitd8C, mais donne une information sur le type

de cristallinité présent. Cette analyse a étés@alsur des substrats non plastifiés.
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Figure 66 : Analyse par diffraction des rayons X'denidon de blé déstructur&€({ ) ainsi que
de ses dextrines 10(), 20(/ ) et 30%(/ )

La figure 66 montre que I'amidon référence de llées dextrines 10 et 30% présentent des

profils de diffractogrammes assez similaires. L&gpgénéral des diffractogrammes est de

type « patatoide » significatif d’'un état amorphéstmajoritaire au sein des échantillons.
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Toutefois, les diffractogrammes présentent diffesg&paulements représentatifs d’'une certaine
cristallinité. Pour pouvoir faire une analyse fie ces diffractogrammes, une déconvolution
aurait permis de comparer les pics un a un, poacwh des échantillons, mais I'appareillage

ne le permettait pas. Seule une analyse globalkedoee étre faite.

Il est a noter qu'avec la dégradation, le pic a 89fd a disparaitre. De plus, I'épaulement
présent entre 21 et 22° semble également s’attdarsgiue I'on passe de I'amidon natif a la
dextrine 30%. Il en est de méme pour le trés I&paulement visible a 15°. Par contre, la
dextrine 20% présente un pic tres important a IBAparativement aux autres échantillons.
Cela signifie que la cristallinité caractérisée parpic est trés représentée lorsque I'amidon
déstructuré est dégradé a 20%. Ce qui est surpreriast que pour la dextrine 30%, ce pic
disparait pour de nouveau présenter I'aspect aeiden destructuré ou de la dextrine 10%.
Ainsi, la disparition des pics a 15, 20° et a 21-22 dans le méme sens que la disparition du
pic de fusion a 120,57°C que présente I'analysentiggie. Par contre, pour I'heure aucune
explication simple ne permet d’expliquer I'appanitj a 20% de dégradation, du pic important

a 10° et par conséquent 'allure du thermogrammeaavec.

L’objectif de limiter, voire d’empécher la recriliization des matériaux amylacés est tout a
fait atteint. En effet, la dégradation de I'amiddestructuré jusqu’a I'obtention de dextrines
limites (50% de dégradation) a totalement permisola recristallisation du produit au bout de
7 semaines. De plus, la mise en place d'un protooolginal de dégradations partielles et
surtout contrdlées a permis de réaliser une étntgecssante de la recristallisation de produits
intermédiaires. Il apparait que la dégradation pe¢mame diminution progressive pour aboutir
finalement a une absence totale de recristallisgiaur les dextrines partielles. Il a été montré
gue pour 30% de dégradation, on peut diviser pax da recristallisation du produit. Ce
résultat est trés intéressant car la faible enidale fusion est mesurée apres un vieillissement
accéléré équivalent a celui observé aprés un iggslinent de 7 semaines a 80% d’humidité
relative a température ambiante. Toutefois, le amement de la dextrine 20% reste pour
I’heure sans explication simple. L'analyse parrdiffion des rayons X et celle fournie par la
DSC donnent des résultats complémentaires maismaettent pas vraiment d’arriver a une
conclusion certaine. En DSC, un type de cristaéiniisparait tandis que dans le méme temps
la température de fusion du pic restant augmendigajue la diffraction des rayon X montre
bel et bien une légere disparition de quelques mias par contre I'apparition d’'un pic trés

important.
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Conclusion

En conclusion de ce chapitre concernant la moduladie la structure de I'amidon, il est a
noter qu’un fractionnement en fonction des massekimes reste difficile, qu’'un couplage
téte-a-téte est realisable a I'échelle de macrocotds telles que les amylopectines et qu’'une
méthode permettant de limiter fortement le vieskisient des matériaux amylacés a été mise en

place.

En effet, les différentes techniques de fractionereinmises en ceuvre, précipitation fractionnée
ainsi que l'ultra-filtration, ont montré leurs lites. La précipitation fractionnée ne semble pas
étre finalement une bonne méthode dans les condlitiui ont été choisies puisqu’elle a
conduit a la précipitation de fractions semblaldasviscosité a I'amidon initial. Toutefois, il
est apparu que le suivi par viscosimétrie n'estrpas plus la meilleure technique puisque des
amidons ramifiés présentent des viscosités remiiiérieures a celle de I'amidon natif. De ce
fait, comment différencier un amidon plus lourd riBufraction de petites chaines ? En ce qui
concerne l'ultra-filtration, malgré la recherchesdeonditions optimales de solubilisation, il
apparait que des agrégats se forment encore etiosolDe ce fait, aucune relation entre la

taille des pores des membranes utilisées et ceierdicromolécules ne peut étre faite.

Le seul fractionnement qui a pu étre fait est dgutamisage et a donné les mémes résultats
gue ceux que donnent la littérature. Les propriétiésaniques a rupture des macromolécules
issues des difféerentes familles de grains ainsi lguenise en relation avec la taille des

macromolécules de ces mémes grains sont exposéesedzhapitre suivant.

Puisque la sélection physique des grandes chalagms été possible, la voie chimique a été
utilisée. Il a été montré que réaliser un couplage-a-queue de macromolécules amylacées
ramifiées reste difficile parce que la différenidatd’'une extrémité non réductrice par rapport
a une autre n'est pas possible. De plus a partimdment ou plusieurs extrémités non
réductrices seraient différenciées par un groupetmemezylidene que I'on aurait fonctionnalisé
avec un dérivé éthylénique, une métathése crorséede couplage envisageée ici, engendrerait
certainement des couplages intramoléculaires etmi@ht exclus du projet. Le couplage téte-a-
téte a alors été privilégié et mis en place enemilhqueux puisque la déprotection des sucres

en milieu organique, qu’elle soit chimique ou enayioue, et ce sans rupture de la liaison
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acylglycoside n'a pas été possible. Le couplage-aééte permet donc la synthese de

macromolécules dont la masse et la taille serom@imum doublées.

La méthode de couplage via la métathése croiséemidieu aqueux reste élégante et
envisageable, mais pour I'heure la synthése d'talyseur est bloquée a la derniere étape. De
ce fait, la double amination réductrice a été séii et a permis, aprés de nombreux essais sur
des modeles, I'obtention d’amyloses couplées ajusides amidons couplés. Différents agents
de couplage diaminés de différentes tailles onEtea utilisés tels que I'hydrazine, I'ortho-
diaminobenzeéne ou la benzidine mais aussi un lidketype polyéthylene glycol modifié de
masse 8000 g/mol. L'utilisation d'un agent de cagpl de taille supérieure a pour objectif de
rallonger encore plus la taille des macromolécsyeshétisées.

Tous les produits issus du tamisage ou du couptagrique ciblé ont di étre produits en
guantité importante afin d’étre par la suite forésupour tester les propriétés mécaniques a

rupture des matériaux produits.

Enfin, I'élagage enzymatique réalisé giamylase a permis de mettre en évidence qu’'une
dextrine limite ne recristallise pas au cours d'yéeiode de 7 semaines a 80% d’humidité
relative et a température ambiante. La dégradatamirblée a également permis de montrer
gu'un amidon de blé dégradé a 30% présente un @ifusion divisé par deux aprés un
vieillissement accéléré engendrant une recrisstitin équivalente a 7 semaines a 80%
d’humidité relative. De cette facon, il parait pbks de maitriser le vieillissement par

rétrogradation des matériaux amylaces.
Par ailleurs, un ensemble de nouvelles fractioigoshccharidiques a pu étre isolé mais les

guantités récupérées ne permettent pas la réafisdé matériaux. Par contre, ces fractions,

apres analyse par RMN et complexation a I'iode panétre partiellement décrites.
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V) Matériaux a base d’amidons modifiés

La méthode d’analyse qui a été choisie est I'étleke propriétés mécaniques a rupture. Cette
méthode d’analyse présente l'avantage par rapportamalyses physico-chimiques, comme
par exemple I'étude de la viscosimétrie, de negeasontenter de donner des informations de
structure mais aussi des informations macroscopigBar contre, concilier synthése et tests
mécaniques n’est pas chose facile du point de euka djuantité de matieére nécessaire a la
réalisation de ces tests. Ceci explique le nomhr#plimité d’échantillons testés. Les tests
ont été réalisés sur des amidons naturels maig a@ussirtout, sur des amidons préalablement
modifies. Comme décrit précédemment, les amidonarela ont des origines botaniques
variées et ont pu étre travaillés en amont afim délectionner les macromolécules les plus
lourdes et/ou les plus longues. En ce qui concmemodifications, elles ont été de deux
types : d’'une part du rallongement par couplagenciue et d’autre part de la dégradation
enzymatique. Pour la réalisation des tests deidrgctl faut établir une méthode simple,
reproductible et surtout engendrant le moins dfacté possibles. Dans ce cadre, deux
méthodes seront présentées. La premiére méthodsisteora tirer sur des éprouvettes
découpées dans des films obtenus par casting. @étteode a uniquement été utilisée pour
étudier les propriétés mécaniques a rupture dedcarminatifs ainsi que celles de leur dextrine
limite respective. La deuxieme méthode consistandadiser le test de traction sur un jonc
obtenu par extrusion du matériau a quant a ellen&@ée sur tous les amidons. Ainsi, les
amidons couplés ont pu étre comparés aux amidayadies et aux amidons natifs. Dans les
deux cas, il s'agit de tirer sur le matériau pridiianent formulé au glycérol (27% pour les
matériaux « castés » et 20,5% pour les extrudéshtelois, la mesure des propriétés
mécaniques a rupture par simple traction sur um'étant pas communément utilisée, dans
chacun des cas présentés, une étude préliminaifda pertinence et la reproductibilité de la

mesure sera proposeée.

Ainsi dans ce chapitre, seront tout d’abord pré&seles résultats des tractions réalisées sur les
amidons naturels (amidons natifs et leur dextrimité) puis dans un deuxiéme temps sur les
amidons modifiés (amidons ayant subi une modificatiutre qu’une dégradation limite). Les

différentes études présentées ont pour objet Rérdifciation des propriétés mécaniques a
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rupture en fonction de l'origine botanique, du talex dégradation, du couplage chimique et

enfin 'impact, pour quelques échantillons, du Nigsement sur ces propriétés.

A) Amidons natifs et dextrines limites

Dans cette premiere partie, ne seront abordésegueavaux effectués sur les amidons natifs et
leur dextrine limite. En effet, dans un premier psmil nous a semblé nécessaire de faire une
étude des propriétés mécaniques des amidons etioforle leur origine botanique. Dans un
second temps, l'étude des propriétés meécaniques deéesrines limites des amidons
sélectionnés nous a permis de voir dans quellesneesine dégradation enzymatique pouvait
influencer les caractéristiques mécaniques d'undami En effet, I'analyse par DSC du
vieillissement (Cf Chapitre Ill) a montré, dans ¢temditions choisies, que la rétrogradation des

dextrines limites était supprimée pendant au méisemaines.

1) Propriétés mécaniques des amidons natifs et daul dextrine limite

Partant du principe qu’'un amidon possédant de lesg@haines avait des chances d’avoir des
masses molaires élevées, une étude des masseeedizs amyloses et des amylopectines de
guelques amidons choisis a été faite. En fonctenl'arigine botanique, des différences ont
également été notées quant au rayon de giratiomadéscules d’amylose, d’amylopectine et
plus généralement de I'amidon. Comme cela est ptésgans le tableau 8 (Chap Ill. A. 1)
trois amidons classiques (blé, pomme de terre & wigeux) ainsi que trois amidons moins
traditionnels ont été étudiés (le manioc et deuranges différents). Globalement il est apparu
que les amidons d’igname présentaient de fortesesamolaires par rapport aux amidons
classiquement étudiés, tandis que I'amidon de ncan@ semblait pas priori, étre un bon
candidat de par la trés forte masse molaire deasoylose. Apres avoir réalisé des films par
casting de blé, de manioc et de deux ignames, flassifiés a 27% de glycérol, les tests de
tractions ont été faits sur des éprouvettes déidradJn taux de 27% de glycérol peut paraitre
important pour des matériaux amylacés mais les @amidgélectionnés possedenpriori de
longues chaines, il semble opportun de se plagertaux €levé de plastifiant par rapport a ce
qui a pu étre décrit dans la littérature (voir2liet les figures 18 selon Follain et collaborateurs

(561 et 19 selon Lourdin et collaboratelffy). Il est & noter par ailleurs que les deux ignaqués
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ont été testés ne sont pas les deux ignames slgdiétude réalisée dans le chapitre Ill. En
effet, il n'a pas été possible de se procurer ldéivars Kangba et Esculenta mais deux
ignames commerciaux dont le cultivar n’était pasntoavec précision. Les résultats des tests

effectués sur ces échantillons sont rapportésadigure 67.

Contrainte/Allongement des amidons natifs
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Figure 67 : Contrainte/Allongement de différentsif d’amidons natifs plastifiés a 27% de

glycérol

Différentes observations peuvent étre faites airpaet la figure 67. Tout d’abord, il apparait
gue malgré un taux important de glycérol, les gaigs des amidons se situent bien en deca de
celles présentées par Follain et collaboratétfsdans la figure 18 et par Lourdin et
collaborateurs dans la figure 19. Il est importagalement de noter la différence existante
entre les deux types d’'ignames. Pour des contgamnetativement proches (9,77 et 12,26 MPa)
la différence en ce qui concerne l'allongementteat a fait remarquable. Il y a jusqu’a un
facteur 3 entre I'allongement de I'igname blan®%2) et I'igname jaune (9,17%) lorsque ne
sont considérées que les valeurs moyennes. Lolteguécarts types sont pris en compte, la
différence existe toujours mais elle est moins méeq L'autre élément a noter est que les
propriétés de ces deux ignames restent dans lademamidons de tubercules tandis que les
résultats concernant le manioc en sont compléetemaritis. Le film de manioc présente des

propriétés tres faibles tant en contrainte, 2,72Mfe’'en allongement, 18,33 %.
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Toutefois, il est important de signaler que la mdtéhde casting a ici montré ses limites. En
effet, déja pour les ignames mais surtout dansatedu film de manioc, la solubilité des
amidons n’était pas parfaite. Lors de la mise emreedes films, la gélatinisation sous haute
pression et haute température se fait sans dificubjeure mais lors de la phase de séchage
est apparu un tres grand nombre d’insolubles. Qmttactéristique s’est présentée pour les
deux ignames mais dans des proportions beaucogprpphortantes dans le cas de I'amidon de
manioc. Cette hétérogénéité de composition desugpties de traction se répercute sur les
propriétés de chaque échantillon et est visibldesgraphique par les grandes valeurs d’écart
type de l'allongement. Les valeurs de contraintet guant a elles moins influencées par la
présence de défauts. Ce phénomeéne n’était pasimévinais n’est pas finalement surprenant,
et il est méme intéressant. Rien ne pouvait laigeeser que par casting, la réalisation de films
serait difficile mais, dans le méme temps, l'uéitisn de matériels présentant des
macromolécules de fortes masses molaires impligaigtablement une diminution de la
solubilité de ces macromolécules et conforte léxcHes amidons sélectionnés. De ce fait, ces
films présentant des insolubles sont donc hétéemeis-a-vis de la répartition des molécules
sur toute la surface du film. De plus, pour réaliges tests de traction cohérents et
reproductibles, il était essentiel de découperégesuvettes dans des zones présentant le moins
de défaut possible susceptible d’engendrer defaetséet des ruptures précoces. Il apparait
alors que les éprouvettes testées ne seraienépeupas celles possédant les macromolécules
les plus longues et par conséquent, les plus sgamees vis a vis de I'objectif visé. C’est
pourquoi, dans un premier temps, il n’a pas étésclie changer de méthode d’obtention de

matériaux mais plutdt de limiter I'étude aux amigdae blé et d'ignames.

N’ayant pas d’amidon de pomme de terre rapidemispiodible, 'amidon de blé a été le seul
amidon utilisé comme référence, bien gu'’il s’agidas amidon de céréales. Apres avoir testé
les amidons natifs, les dextrines limites de bldest deux types d’'igname ont été soumises aux
tests de traction. L'objectif est de voir si la d&ation en elle-méme permet de modifier de
maniere significative les propriétés meécaniquesfigire 70 présente les résultats des tests de
traction réalisés sur les dextrines limites de dtiéd’igname aprés quelques jours a 50%
d’humidité.
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Contrainte/Allongement des dextrines limites
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Figure 68 : Propriétés mécaniques a rupture desfilastifiés a 27% de glycérol de dextrines

limites
Trois observations peuvent étre faites a partindgure 68 :

- Dans un premier temps, il est clair que la déagiad limite par3-amylolyse permet un gain

non négligeable en allongement quelle que soiigiloe botanique de I'amidon. Pour le blé et
ligname jaune, un gain de 75% est obtenu et ieg&a 170% pour I'igname blanc. Dans le
méme temps, pour les trois échantillons, une dittonule la contrainte est observée. Pour le

blé et I'igname blanc, la diminution s’éléve a 2%8adis qu'elle est de 79% pour I'igname
jaune.

- D’autre part, l'incertitude que représente I'éceupe, donné sur la figure, est nettement
inférieure a celle qui a pu étre mesurée dans deecdes amidons de référence. Cela traduit
une plus grande homogeénéité des films obtenugrdisentaient beaucoup moins d’insolubles,
ce qui permet par ailleurs l'utilisation d’une plgsande surface des films produits (donc un
plus grand nombre d’éprouvettes) pour la réalisatiies tests. Cette observation permet

également de dire que la dégradation enzymatigaié affective puisqu’un gain en solubilité a
été observé.
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- Enfin, il est important de noter qu'une diminutiale la contrainte et une augmentation
importante de I'allongement va exactement dangms sle ce qui était préalablement supposé.
La digestion majoritaire de I'amylose et I'élagade I'amylopectine permet aux chaines

enchevétrées de beaucoup mieux coulisser les aneapport aux autres.

La figure 69 permet par la superposition des ramilie traction des amidons natifs et de leur

dextrine limite de visualiser I'impact de « I'élagaenzymatique » effectué pafamylase.

Contrainte/Allongementdes amidons natifs et dextrin es limites
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Figure 69 : Graphique récapitulatif des propriéb&saniques a rupture des amidons natifs et

de leur dextrine limite

Il est intéressant de noter ici que les dextrinesbté et d’igname blanc restent dans les
domaines de propriétés des amidons dont ils sens.i€n effet, la dextrine d'igname blanc
garde une valeur de contrainte importante pourllongement faible tandis que la dextrine de
blé posséde un allongement important pour une @iy relativement faible. Seule la dextrine

d’'igname jaune sort assez nettement de la zoneogeigtés de son amidon de référence.
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2) Etude comparative du vieillissement d’'un amidomatif et de sa dextrine limite

Apres I'étude des propriétés intrinséques des amside référence et de leur dextrine limite, il
ressort que I'élagage enzymatique a un impact plaigjué sur la dextrine d’'igname jaune que
sur celle de blé et d'igname blanc. C’est pourdiédude comparative de vieillissement entre

la dextrine limite et son amidon de référence daaté sur I'igname jaune.

Lors de cette étude, deux films d’amidon d’'ignamene et de dextrine d’igname jaune sont
maintenus a 80% d’humidité et a température ambiatdans une boite a gants. Le
vieillissement a été réalisé pendant au maximuren@aies. Ces conditions de vieillissement
accéléré ont permis de quantifier, d’'un point de meécanique, les différences déja observées
par analyses thermiques. Sur la figure 70 sontésgmtées les propriétés mécaniques de la

dextrine limite pour T=§, 1 semaine, 3 semaines et 6 semaines.
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Figure 70 : Propriétés mécaniques apres vieillissgracceléré a 80% d’humidité relative de la

dextrine limite d’igname jaune

Le résultat intéressant de cette étude réside afat qu’'entre la premiére et la sixieme
semaine, les valeurs de contrainte et d’allongemestent dans le méme ordre de grandeur.
Cela indique donc clairement que les dextrines ndilge jaune n’ont pas subi de

vieillissement. Ce résultat confirme ce que I'étyde DSC avait montré. Toutefois, il est a
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noter I'écart de propriétés observé avec la dextde référence. En fait, la référence n’a pas
été portée a 80%. Elle n'a été équilibrée qu’a sBamidité relative et donc a été légérement
moins plastifiée. Les dextrines vieillies ont, quan elles, subi le vieilissement & 80%

d’humidité relative avant d’étre rééquilibrées &bpour ensuite étre testées.

La derniere information que donne ce graphiqueladaible valeur des écarts types que
présentent les résultats. Cela traduit une nouveike que, pour les dextrines limites, la

reproductibilité des mesures est bonne et quesiissement a été homogene sur les différents
échantillons.

La figure 71 superpose les résultats du vieillissatndu matériau d’igname jaune et celui de sa
dextrine limite.
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Figure 71 : Etude comparative des propriétés mgaasides matériaux d'amidon natif
d'igname jaune et de sa dextrine limite apresligsdment

Dans un premier temps, il apparait que les pra@siéeécaniques de I'amidon d’igname de
référence sont nettement plus modifiées au coutsmps que celles de sa dextrine limite. Or
'amidon d’igname dont les propriétés de contragtte’allongement se situent dans la zone de
10 MPa pour 10 % d’allongement, devrait étre maemssible au vieillissement que la dextrine.

En effet, si le matériau présente une faible camigpour un fort taux d’allongement, comme
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c’est le cas pour la dextrine limite, I'impact dieillissement devrait étre plus visible. Ici c’est

I'inverse qui se produit. Deux informations peuvétre tirées de cette observation :

- il était important de faire des films référengesir pouvoir comparer les résultats obtenus
mais la mauvaise qualité de ces films vient pedudette analyse. Néanmoins, le fait que les
films soient de mauvaise qualité est aussi un ta@sen soi. En effet, initialement nous

voulions utiliser une source d’amidon possédantfaltes masses molaires et la présence
d’insolubles dans les films confirme que 'amiddigdame était un bon candidat a I'élagage

enzymatique.

- les propriétés mécaniques a rupture de la dexlinmte permettent de dire que le matériau ne
subit pas le phénomene de vieillissement par ra@eon amidon de référence. Méme apres
six semaines, aucune modification significative pexpriétés n’est observée. Ainsi, I'élagage

enzymatique permet aux chaines de mieux coulissatries par rapport aux autres, permettant
une augmentation trés intéressante de l'allongengtrdans le méme temps, empéche toute
forme de recristallisation permettant au matériaugdrder une contrainte quasi-constante au
cours du temps. Enfin, il permet également d’ameétida solubilité du substrat de départ et

d’améliorer la qualité des films obtenus par lahmée du casting.

Cette étude des propriétés mécaniques des amiddifs et de leur dextrine limite permet de

faire ressortir quatre points intéressants :

i) L'origine botanique de I'amidon utilisé est biem facteur important pour les propriétés
meécaniques. On retrouve bien les différences derigtés entre un matériau issu d’un amidon
de tubercule et un amidon d'origine céréaliere. r®mouve de fortes contraintes pour de
relativement faibles allongements pour des amidismgubercules et, au contraire, de forts
allongements pour des contraintes modérées daaslte des amidons de céréales.

i) Les propriétés mécaniques obtenues pour legd@msiutilisés a un taux de 27% de glycérol
se trouvent en deca des courbes références déigddisin (Figures 19 et 20). Toutefois, les
matériaux références réalisés par casting étammalivaise qualité puisqu’il présentaient de
nombreux insolubles. Ceci confirme bien que lesroraolécules sont plus longues ou plus

grosses au sein de cet amidon et que, par congédjaeridon d’igname est un bon sujet a
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I'élagage. De plus, I'élagage permet une augmemate la solubilité des macromolécules et

ainsi I'obtention de films de meilleure qualité.

iii) la réalisation de dextrines limites par élagagnzymatique avec ramylase permet de
déplacer les propriétés mécaniques vers une zongraphique Contrainte/Allongement
intéressante. En effet, la dégradation augmente rtedtement l'allongement a rupture sans
pour autant perturber de fagon trop importantedatrainte (mis a part le cas de I'igname
jaune). Ainsi, des matériaux avec des propriétésamques intéressantes peuvent désormais

étre des cibles envisageables. La figure 72 présms perspectives.
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Figure 72 : Propriétés mécaniques envisagealpastia d’élagage enzymatique

Sur la figure 72, reprenant la courbe de plastificea de I'amidon de blé de Follain et

collaborateurst®

, les fleches bleues représentent I'élagage enkyneatréalisé sur des

matériaux appartenant a des zones de propriétéanigées connues (elles aussi en bleu).
L’élagage permet donc d’envisager la production rdatériaux possédant de nouvelles
propriétés mécaniques (en rouge). Dans ce camd&siaux obtenus sortiraient réellement de

cette courbe référence, ce qui pour I’heure n'astysaiment le cas ( Cf chapitre II).
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iv) Enfin, I'étude du vieillissement a permis d&itidre un objectif important, celui de lutter

contre le vieillissement des matériaux. En effethdlyse par DSC des dextrines limites a
montré d’'une part la non recristallisation des matg, mais en plus I'analyse par tests de
traction montre le maintien des propriétés mécasqurupture dans le temps (au moins pour

une période de 6 semaines).

B) Propriétés mécaniques des amidons modifiés

Dans ce chapitre seront présentés les résultatessess de traction réalisés sur les amidons
modifiés. Non pas que I'élagage enzymatique n’astyme modification en tant que telle mais
dans ce chapitre seront étudiées toutes les maiikifits, qu’elles soient physiques avec I'étude
des propriétés des amidons tamisés, chimiquesparuplage téte-a-téte ou enzymatique avec
les dégradations partielles. Comme cela a été ggrgméceédemment, pour ces matériaux, les
tests de tractions ont été réalisés sur des fitenols par extrusion et non plus sur des
éprouvettes obtenues par casting. Il est égalemertter que la plastification n’est plus de
27% par rapport & la masse séche d’amidon. En, dffiedque I'objet de I'étude était la
réalisation de matériaux a base d’amidon de fortasses molaires, un taux élevé de glycérol
pouvait s’expliquer mais dans ce chapitre, ce nxss le cas. Maintenant, I'objectif est de
comparer les propriétés des matériaux aprés ditigsemodifications avec celle de I'amidon
de référence. Ainsi, pour les amidons modifiegnldon de départ sera uniquement I'amidon
de blé, un amidon déja bien décrit, et le tauxldstfiant a été fixé a 20,5%. L’intérét de cette
étude des propriétés mécaniques des amidons nwdi§e de voir comment évoluent les
propriétés apres différentes modifications et giesmettre d’obtenir des matériaux références.
Seront présentés ici, tout d'abord la méthode dts tpuis les résultats de traction pour les

amidons fractionnés, couplés et enfin les partiediet dégradés.

1) Présentation de la méthode

Avant d’énumérer les résultats obtenus, il eseudié présenter la méthode qui a été choisie
pour réaliser les tests de traction. En effet, #hmde utilisée n’est pas couramment employée.
En régle générale, les tests de traction sontsesal partir d’éprouvettes de formes et de tailles

standardisées obtenues soit par découpe de filstdsgasoit par moulage a I'aide d’'une presse.
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Comme cela a été précisé plus tot, la méthode siingan’a pas été satisfaisante pour nos

substrats.

Ainsi, le choix de réaliser les tests de tractiareatement sur des joncs extrudés a été fait.
Cette méthode présente I'avantage d’initier unemation des macromolécules lors de la
réalisation du jonc. D’aprés Zhao et collaborateargnter les macromolécules est un moyen
d’améliorer les propriétés mécaniquéd % De ce fait, lorsque nous serons amenés a
comparer les amidons matériaux références aveanddons couplés, les différences de
propriétés seront beaucoup plus visibles puisqee Id@mgues chaines auront pu mieux
s’organiser entre elles. Différents essais ont rétdisés et, comme cela sera décrit plus
précisément dans le chapitre VI, le choix de lahmé¢ s’est finalement arrété sur la traction
de fils dont les extrémités sont recouvertes d'em ge parafilm afin d’éviter tout glissement
des mors lors du test. Or les fils n’étant pasé@suvettes normalisées, il faut s’assurer de la
pertinence et de la reproductibilité des résultditenus. C’est pourquoi dans chacun des cas
présentes, les résultats bruts seront donnés giaiie étude sera préalablement faite. En effet,
si la longueur des fils utilisés peut étre fixébitmairement, le diamétre de celui-ci et par
conséquent sa section est impossible a contrél&x.sartie de I'extrudeuse, le jonc n'a pas un
diameétre constant, ce qui impose de vérifier dédmagjge cas si la force nécessaire a la rupture

du fil est fonction ou non de sa section, élémeséertiel pour pouvoir mesurer une contrainte.

2) Amidons natifs fractionnés

Comme cela a été décrit dans le chapitre 1ll, antionnement des amidons de pomme de terre
et de blé a été fait. Pour 'amidon de pomme deetam terme de taille de grain, une seule
famille a été mise en évidence. Toutefois la tailés tamis utilisés a permis d’isoler deux
fractions dont I'une correspond a des diametre3da 38 um et I'autre des diamétres de 38 a
71 pum. Les propriétés mécaniques de ces deuxdnactint été évaluées. Le cas du blé est un
peu difféerent dans le sens ou les deux famillegerteent identifiées correspondent a des
diameétres de 25 a 38 um pour la premiere et dawmdtias inférieurs a 25 um pour la
deuxiéme. Par contre, sur les tamis de taillesrsyrés a 38 um, une quantité non négligeable
d’amidon a été récupérée. De ce fait, puisque ddifj est de voir d’une part si la taille des
grains est fonction de la taille des molécules lgqutomposent et d’autre part si les longues

macromolécules présentent des propriétés mécanpguitsuliéres, les tests de traction ont été
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faits sur les deux fractions présentant les plasdg diamétres. Un point important a noter ici
est le temps de vieillissement qu’ont subi toustldsantillons avant d’étre soumis aux tests de
traction. En effet, un souci d’'appareillage a cahadu effectuer les tests aprés 6 mois de

conservation du matériau a 20°C et 50% d’humiditative.

a) Amidon de blé

Il est important en premier lieu de déterminer ®iiste dans ce cas une relation de

proportionnalité entre la section des fils testda éorce a exercer pour permettre leur rupture.

¢ Blé 38-71
m Blé 25-38
Blé matériau référence

Force (N)

0 T T T
0 0,2 0,4 0,6

Section (mm?)

Figure 73 : Etude de la relation entre Force aungpét Section du fil

La figure 73 montre clairement qu’il existe bien lien entre la section du fil et la force a
exercer nécessaire a sa rupture pour les troisnglbias testés. Il peut étre supposé que la
force nécessaire a la rupture est fonction dediase dans le sens ou pour une section élevée,
le nombre de macromolécules présentes dans I'étbargst plus important. La figure 74,

guant a elle, propose de comparer I'allongementfildgsar rapport a la section.
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Figure 74 : Etude de la relation entre I'allongetregtria section du fil

Il apparait ici par contre que l'allongement esaliement indépendant de la section du fil. Ce

résultat est normal puisque I'allongement a ruptsieune valeur intrinseque peu dépendante

des éprouvettes.

Toutefois, il semble que pour les fils possédastsiections les plus grandes, I'écart entre les

allongements soit beaucoup plus important que pesifils les plus fins. En effet, pour des

sections de l'ordre de 0,15 mm?, I'écart entre gesits est trés faible tandis que pour des
valeurs de 0,45 mm2 par exemple une grande diépdas allongements est observée. La
nature de ['échantillon peut en partie expliquer plkBénoméne mais pas seulement.

Probablement que lorsque les fils sont fins, lexromaolécules ont plus tendance a étre

orientées que lorsqu’ils sont plus épais.

A partir des deux derniéres figures 73 et 74, Ephigue Contrainte/Allongement peut étre

fait.
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Figure 75 : Contrainte/Allongement en fonction aédille des grains d’'un amidon de blé

La figure 75 montre que les deux fractions isolpessentent des propriétés certes proches
mais néanmoins différentiables. Il apparait quenéériau réalisé a partir de la fraction dont
les grains ont des diamétres supérieurs a 38 psemetun allongement supérieur a celui de la
fraction 25-38 um. Il présente dans le méme tenmgscontrainte plus faible. L’autre élément
intéressant est le fait que les propriétés de @ dractions encadrent parfaitement les
propriétés de I'amidon natif. De plus, il semblettpour la contrainte que pour 'allongement,
gue l'amidon natif est Iégerement plus proche defréation 25-38 um. Ceci provient
certainement du fait que la proportion de grainslaldraction 25-38 pum est nettement
supérieure a celle des grains de taille supériau88 pum. Ceci laisse a penser que la fraction
correspondant a des grains de diamétre inférie@Espam aurait conduit a un matériau avec un
allongement encore plus faible mais avec une cotéralus importante. Dans le méme temps,
avec un fractionnement réalisé sur une plus graodatité d’amidon, la fraction 71-100 pum
permettrait certainement d’obtenir un allongememis pimportant pour une contrainte
légérement plus faible mais néanmoins proche de.10
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Tout ceci permet de confirmer I'hypothese initidt® effet, en fonction de la taille des grains,
les propriétés mécaniques sont modifiées. Or gmésage en extrudeuse, la seule différence
entre les fractions est la structure méme des muatézules et donc leur taille. Une analyse

par diffraction des rayons X a été faite afin dé& bles quantités de phases cristallines des
fractions sont différentes.

T
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Figure 76 : Diffractogrammes des différentes fiatdi 25-38 (), amidon matériau référence
(__) et supérieur a 38 um ()

La figure 76 montre que la structure cristallinevagie pas entre les différentes fractions et
I'amidon natif mais par contre une différence dimsité existe. Il apparait que l'intensité des
pics du matériau issu de la fraction 25-38 um dehtique a celle de 'amidon matériau

référence. Cela est facilement visible sur les piegeurs a 13 et 19,7°. L’intensité de ceux de
la fraction supérieure a 38 um est quant a ellémsegre a celle de I'amidon natif. En ce qui

concerne la zone du diffractogramme comprise ebdreet 34° caractéristique de la phase
amorphe du matériau, une similitude entre 'amid@tériau référence et la fraction supérieure

a 38 um se dégage.
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b) Amidon de pomme de terre

La méme étude a été faite pour 'amidon de pommeide pour les fractions correspondants
aux diamétres 25-38 et 38-71 um. La figure 77 prtéskétude de la force a exercer sur les fils

d’amidon de pomme de terre en fonction de la valeua section.

o PDT matériau référence
m PDT 25-38
PDT 38-71

Force (N)

o 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Section (mm?)

Figure 77 : Etude de la relation entre force a@eteet la section du fil

Sur cette figure 77, la relation de proportion®éakintre la force et la section est établie. La
figure 78 montre, comme pour le cas du blé, qufigement n’est pas fonction de la section

et que les tests mécaniques peuvent étre analyseés.
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Figure 78 : Etude de la relation entre allongemenla section du fil
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Contrairement au cas du blé, les propriétés dedamde pomme de terre ne semblent pas étre
encadrées par celles des deux fractions mais liéetcomprises dans le méme domaine que

les deux fractions.

La figure 79 résume les propriétés mécaniques ataidlon de pomme de terre et des deux

fractions isolées.

100 -
< | o PDT matériau
o | référence
= =2
© m PDT 25-38
<= 10 4
£ ]
c ]
= ] PDT 38-71
o
S ]

1 T T T T T T T T

1 10 100

allongement (%)

Figure 79 : Contrainte/Allongement des fractionamdidon de pomme de terre

Sur ce graphique, il apparait que la différencepapriétés entre les deux fractions est trés
faible. En fait, il peut méme étre considéré quedeux fractions et 'amidon natif ont les

méme propriétés. Ceci n'est finalement pas surptemaisque des le départ une seule famille
de grains a été mise en évidence. Contraireméatrédon de blé, il semble donc que, dans ce
cas, la taille des grains n’implique pas une diiféee évidente au niveau des macromolécules.
L’analyse par diffraction des rayons X montre bggre les deux fractions sont identiques au

niveau structural.
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Figure 80 : Diffractogrammes des différentes fiatdi 25-38 (), amidon matériau réféerence

(__)et38-71um()

Cette étude des propriétés mécaniques a rupturdiffientes fractions des amidons de blé et
de pomme de terre a montré deux résultats totakeemecontradiction. En effet, dans le cas de
'amidon de blé, la taille des macromolécules estadation directe avec la taille des grains.
Les propriétés mécaniques de la fraction des pios grains montrent un allongement a
rupture plus important que celui de I'amidon natibnfirmant I'hypothése formulée
initialement. Par contre, pour 'amidon de pommetelee, aucune différence nette entre les
fractions n’est mise en évidence. La distributioes dyrains d’amidon n’entraine pas de
différence au niveau des chaines des macromolédidefigure 81 regroupe les résultats des
tests de tractions des deux types d'amidons. Edemet de constater la différence de
comportement entre 'amidon de pomme de terrelat de blé. L'autre élément important de
ce graphique est la comparaison avec la courbeer&fé de plastification déja utilisée. I
apparait que pour des tests réalisés sur deddits, pour des macromolécules orientées (méme
Iégerement), les points se situent au-dessus @euebe. De plus, pour le blé (puisque la
courbe référence est obtenue a partir d’amidonléle pour des allongements identiques, les
contraintes sont supérieures mais surtout cestaésslont obtenus pour des taux de plastifiant
plus faibles. En effet, il ressort du graphique queair un taux de plastifiant de 20,5%,
I'allongement est quasiment doublé (puisque posirgi®s grains il s'éléve a 30%, alors que

sur la courbe de plastification il plafonne a 158)a contrainte est améliorée de 2 MPa. Ceci
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ne peut s’expliquer que par l'orientation des chaiau sein du fil, comparativement aux
matériaux castes.

100 5

" o PDT matériau référence
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Figure 81 : Comparaison des propriétés mécanigeesleux types d’amidons entre eux, par
rapport a la courbe référence de plastificafiin

3) Amidon partiellement dégradé

Comme cela a été présenté plus tét, la dégradpéidielle n'a été effectuée que sur I'amidon
de blé. L'objectif initial était de voir si seula dextrine limite était capable d’empécher le
vieillissement par recristallisation ou si, pour taux de dégradation plus faible, il était
possible d'atteindre le méme résultat. Les analyeesmiques par DSC et physiques par
diffraction des rayons X ont montré que la dégradapartielle permettait de diminuer la
recristallisation mais que la stabilité face a édragradation n’était obtenue que pour les
amidons totalement élagués. Les amidons partiefieaegradés ont néanmoins été testés afin
de comparer leurs propriétés mécaniques avec adiesamidons natifs. Les trois dextrines
partielles testées sont les dextrines 10, 20 et 30%
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Figure 82 : Etude de la relation entre Force aungpet section du fil

Deux informations majeures sont données par ladi@2. La premiére concerne I'absence de
proportionnalité entre la force et la section dupibur I'amidon matériau référence et la
dextrine 10%. Le deuxiéme résultat remarquabléedsit que plus la dégradation est avancée,
plus les fils obtenus apres I'extrusion sont filhsest envisageable qu’'un effet rhéologique

nouveau accompagne la modification structurale gmaant ce résultat.

Il est & noter que malgré ces résultats, ceuxedgs tle traction de 'amidon matériau référence
et de la dextrine 10% ont tout de méme été étumliés ceux des dextrines 20% et 30%. En
effet, les tests sur l'amidon de référence et sar dextrine 10% ont été réalisés
chronologiquement les premiers et la méthode endplogtait encore celle consistant a
maintenir les extrémités du fil entre deux boutspdpier tenus par deux points de colle (Cf
Chap VI). Or, a partir de ces essais, il est appaeiles points de colle pouvaient provoquer
une rupture anticipée des fils a leur proximitén®aes cas, les échantillons n’ont pas été pris
en compte. Toutefois, a partir de ces tests, ldodet a été modifiée pour utiliser directement
le fil avec juste une petite épaisseur de parafitax extrémités pour éviter le glissement des
mors. De ce fait, les premiers résultats ont étdsexwés et, comme cela sera présenté

ultérieurement, ne perturberont pas fondamentalehaeralyse des résultats.
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La figure 83 vient compléter I'étude préliminaineea I'observation de l'influence de la section

sur I'allongement des fils.
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Figure 83 : Etude la relation entre Allongemensettion du fil

Une nouvelle fois, trois éléments apparaissentsgraphique. Le premier est que, pour aucun
des échantillons, l'allongement n’est fonction deséction du fil testé. Cette information est
normale, par contre le graphique permet d’avoir gmemiere tendance des propriétés
d’allongement en fonction des différents échamigloLe deuxieme élément est que, plus la
dégradation avance, plus les propriétés d’'allongeérm@méliorent. Il apparait que, pour des
sections identiques entre 1 et 2 mmz, les progriétéllongement sont meilleures pour la
dextrine 20% que pour I'amidon natif et la dextrib@%6 et dans le méme temps, pour des
sections plus petites, la dextrine 30% présentalli@sgements encore supérieurs a ceux de la
dextrine 20%. Il semble que plus la dégradatiomne®aplus les macromolécules peuvent
coulisser les unes par rapport aux autres. Il redsien que les matériaux testés ne se trouvent
pas tous dans la méme gamme de section, qu’ilsepeuand méme étre comparés les uns
aux autres. Enfin, il apparait que lorsque les 8bnt fins, I'écart entre les valeurs
d’allongement augmente par rapport aux allongemdessfils épais. En effet, lorsque I'on
regarde les fils de dextrines 20% présents dansldex gammes de section, on voit qu'a
sections identiques supérieures a 1 mm?, les aloegts sont proches les uns des autres alors

gu’ils sont beaucoup plus dispersés pour les élsattion inférieure a 1mm2.
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Figure 84 : Contrainte / Allongement des dextripadielles

La Figure 84 vient conforter le résultat déja obéedans le cadre de I'étude des propriétés
mécaniques des dextrines limites. En effet, il &shoter que I'élagage enzymatique de
'amidon de blé permet de déplacer les propriét@Bodigement vers des allongements plus
importants et surtout de fagon graduée. Cela nquesrais d’obtenir des matériaux possédant
des caractéristiques en allongement contrélableemstion du taux de dégradation que I'on
appliqgue a I'amidon. La position du point de I'amndnatif semble un peu surprenante pour le
taux de plastifiant utilisé, puisqu’il se situe phne de valeurs anormalement faibles en
allongement et élevées en contrainte lorsqu’ilceshparé a la courbe de plastification. Ceci
peut étre dd a la non proportionnalité entre seatioforce a rupture qui a été observée un peu
plus tét dans le chapitre. Malgré cela, 'ensent@ees résultats reste cohérent et permet bien
la mise en évidence du phénomene. Il est intéereskamoter également que la valeur des
écarts types pour les dextrines va en diminuant k/éaux de dégradation, ce qui indique que
la dégradation rend la population des macromolécples homogene. Enfin, le dernier point
intéressant ici est la conservation d’une part é’'oantrainte élevée malgré 'augmentation de
la dégradation et d’autre part de l'allongement. r€sultat n’avait pas été observé lors de
I'étude des dextrines limites obtenues par casiagce fait, I'écart par rapport a la courbe de
plastification est un peu plus important encore f@gport a ce qui avait pu étre observé
précédemment. La dextrine 30% présente une cotgrden13,5 MPa pour un allongement de
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31%, et ceci pour un taux de plastifiant de 20,&dis que la courbe de plastification pour un
taux équivalent plafonne a 20% d’allongement powe contrainte de I'ordre de 7 Mpa, ce qui
est un écart non négligeable. Il aurait été inszesde voir le comportement de la dextrine
limite testée dans ces conditions mais la quamtéématiere consommée pour réaliser le

casting et la quantité nécessaire a la productefilsl n’'ont pas permis la réalisation de ces

tests.

Un dernier facteur reste a étudier : le module ditvgp En effet, le module d’Young permet
d’évaluer les propriétés mécaniques aux faibleordéitions. La figure 85 représente le

module d’Young mesuré pour chaque échantillon entfon des sections de fil.
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Figure 85 : Evolution du module d’Young avec latget

Ce graphique est intéressant a deux niveaux. Eat, éff premier constat qui peut étre fait
réside dans l'indépendance du module par rappda section lorsque I'amidon matériau
référence est étudié tandis qu’une tendance deeypenentielle inverse semble se dessiner
pour les dextrines. Ce phénomene est surprenasgyriilogiguement le module devrait étre
totalement indépendant de la section. Ici, la valhw module augmente lorsque la section
diminue. En effet, le graphique met bien en évidete phénomene lorsqu’il indique, pour la
dextrine 10%, une valeur du module autour de 20@ pa fil de section proche de 2 mm?2
alors que, pour le méme matériau, un fil de 1 men3dekttion engendre un module de 650. Le

deuxieme constat est que I'influence de la seagminversement proportionnelle au taux de
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dégradation. La comparaison entre la dextrine 10% elextrine 30% montre bien que la
variation est nettement moins marquée pour la thex80% pour des sections de fil de méme

ordre de grandeur.

Cette variation du module en fonction de la sectimn peut s’expliquer que par une
modification structurale au sein du matériau étule fait qu’il augmente fortement avec la
diminution de la section ainsi que les observatfaites sur le graphique 84 laisse a penser que
le phénomene d’orientation des chaines au seirfildesst beaucoup plus intense lorsqu’ils

sont fins. Ceci est schématiseé sur les figures) 8b) &t c).
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b)

Module d'Young
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Ce phénoméne s’observe également pour les amidanosohnés. Les figures 86 b) et c)
montrent que dans chacun des cas le module d'Ywarig avec plus ou moins d’ampleur

toujours dans le méme sens. Puisque les sectioriis slent plus petites pour les amidons

Figure 86 : Effet d’orientation des macromolécidesle module d’Young de a) dextrines

partielles b) blé fractionné c) pomme de terretioanée
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fractionnés, la conclusion de ceci peut étre quelgau atténuée en considérant que les
matériaux a faible section sont beaucoup plus t&#eque ceux possédant des sections plus
grandes. Il n'est plus possible de considérer doesque les sections sont élevées, les

macromolécules sont completement non orientées.

4) Amidons natifs couplés

Puisque l'isolement des trés fortes masses molded&midon n'a pas été possible, comme
cela a été présenté plus t6t, il a été déecidésdeeldiser par couplages chimiques ciblés sur les
extrémités réductrices des macromolécules. Le egeptéte-a-téte mis en place a été réalisé
avec des bras espaceurs (ou linkers) de différemasres. Le couplage par diamination
réductrice a été fait avec la plus simple des diamiqu’est I'hydrazine puis avec I'ortho-
diaminobenzeéene. Enfin, avec un polyéthylene glyf)0 diaminé a ses extrémités, synthétisé
pour les besoins de I'étude, le couplage a étésé&aour comparer l'accessibilité aux

extrémités réductrices et I'impact de la taillelidéer sur les propriétés mécaniques.

De la méme facon que pour les amidons fractionndeamidons dégradés, I'influence de la
section du fil a été étudiée afin de veérifier la rtilence des graphiques
Contrainte/Allongement. La figure 87 présente I'anpde la section sur la force a rupture des

différents matériaux synthétisés.

30
o5 . + Amidon matériau
référence
— 20 1 m Amidon + hydrazine
Z
§ 15 -
2 ¢ ¢ Amidon+ ortho-
10 - diaminobenzéne
5 / Amidon + PEG
oo ¢
0 T T T
0,0000 0,5000 1,0000 1,5000 2,0000
Section (mm3)

Figure 87 : Etude de la relation entre Force a nugt et section du fil
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Il apparait sur ce graphique que, pour les amidangplés, une relation de proportionnalité
existe tandis qu’elle n’est pas du tout évidentargamidon de référence. De plus, il est
intéressant de constater que, selon le linker gyapliimpact sur la force a rupture est trés
différent. Le fait d’avoir couplé I'amidon avec teydrazine fait chuter tres nettement la force
a rupture des fils, la faisant passer de prés dé &5 moyenne a 2 N. Sans augmenter de fagon
importante sa taille mais en jouant sur sa rigi¢itéssage a l'ortho-diaminobenzéne), cette
méme force a rupture remonte a une valeur moyeengé M. Il semble enfin que la rigidité
induite par le couplage avec le PEG est similaicelte induite par I'ortho-diaminobenzene. Il
est également a noter que la taille des fils eleseamidons couplés a I'hydrazine et ceux
couplés avec 'ortho-diaminobenzene ou le PEG rpastdu méme ordre de grandeur, ce qui

limite quelque peu la comparaison de leurs forcegpture.

En ce qui concerne l'influence de la section salldhgement, les résultats sont présentés sur

la figure 88.
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Figure 88 : Etude de la relation entre Allongenetrgection du fil

De la méme facon que pour la force a rupture, #lggue Allongement en fonction de la
section permet de mettre en évidence l'indépenddad&allongement par rapport a la section
du fil étiré. De plus, deux types de comportements® mis en évidence : d'une part 'amidon
natif qui ne présente qu’'un tres faible allongenreattrel et d’autre part les amidons couplés.

Toutefois pour des fils présentant des sectiondames, en fonction du linker, les propriétés
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d’allongement varient quasiment du simple au doubtsque les matériaux sont couplés a
I'ortho-diaminobenzéne ou au PEG.

A partir de ces deux graphiques, il devient possibile faire le graphique
Contrainte/Allongement.

+ Amidon matériau
référence

100 +

\ = Amidon + hydrazine

. Amidon + ortho-
diaminobenzéne

10 - T Amidon + PEG

X 5%

Contrainte (MPa)

e 17%

1 : ! S I : | R
0,1 1 10 100 1000 | *?22%

Allongement (%) 30%
- 0

Figure 89 : Contrainte/Allongement des amidons &sip

La figure 89 présente l'influence du couplage #téte sur les propriétés mécaniques de
'amidon de blé. La premiére information que déiwe graphique est que la valeur des écarts
types des amidons couplés est trés faibles paorappcelle observée pour I'amidon natif. |I
apparait que le matériau couplé au PEG est tréesome. Il ressort également de ce
graphique que pour tous les linkers, le couplagduitndes propriétés d’allongement
relativement similaires. En effet, cela va de 4@¥sdue le linker est I'ortho-diaminobenzéne,
a 66% pour I'hydrazine en passant par 62,5% aveeH& 8000. La principale différence
observable est I'écart important des contraintereetes différents échantillons. Cette

contrainte est de 3 MPa lorsque le linker est Itagthe alors qu’elle de 7 pour les deux autres
matériaux.

A partir de ce graphique, il peut étre supposé lgueidon de blé lorsqu’il est couplé avec
I'hydrazine se comporte globalement comme un amdahtort les macromolécules seraient tres

longues. En effet, Ce couplage a induit dans le enfamps un gain important en allongement
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et une forte perte en contrainte. Ce type de petgmipeut étre comparé a ce qui a été observé
pour I'amidon de blé fractionné. Sauf que dansale résent, le gain en allongement ainsi que
la perte de contrainte sont nettement plus marqyés dans le cadre d'un simple

fractionnement.

En ce qui concerne le couplage a l'ortho-diaminakeer, l'allongement est fortement
augmenté mais moins que dans le cas de I'hydratamglis que la contrainte est moins
affectée. A partir de cela, deux hypotheses peudteatproposées. La premiere consiste a dire
gue la structure du linker rigidifie un peu la n@oolécule mais la taille de I'ortho-
diaminobenzéne reste tout de méme trés petitegpg@ort a une molécule d’amylopectine ce
qui rend cette hypothése peu probable. La deuxi@uant a elle plus plausible, prend en
compte la réactivité de I'amine secondaire portéeyn cycle aromatique. En partant de ce
principe, il est possible d’envisager que le reneleindu couplage a I'ortho-diaminobenzéne
soit moins important que celui a I'hydrazine et paie de conséquence, que la taille moyenne

des macromolécules de ce matériau soit plus petite.

Pour le couplage au PEG 8000 modifié, il est irsgaat de constater que I'allongement est trés
proche de celui induit par I'hydrazine mais quengdée méme temps, la contrainte est du
méme ordre de grandeur que celui induit par I'cdr@minobenzene. Il peut étre supposé aussi
gue le rendement du couplage a été moyen induisentongueur moyenne des chaines peu
élevée par rapport a 'amidon natif. Ceci laisggeaser que la nature du linker est directement
responsable des propriétés mécaniques intéressimnies matériau. En fait le PEG peut étre
assimilé & un ressort reliant deux macromolécliegigure 90 schématise le couplage.

Figure 90 : Schématisation du couplage de I'amiderblé avec le PEG 8000
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Ce linker ressort introduit entre deux macromolésujoue donc un réle probablement
important dans I'amélioration des propriétés mémpaes. Non seulement, il permet le gain en
allongement, mais il permet aussi de limiter latehen contrainte de par sa structure
intrinseque. Si un parallele est fait avec un néssoe raideur k doit venir s’ajouter a celle de
la molécule elle-méme et ainsi permettre de nefgias chuter la valeur de la contrainte a

rupture du matériau. Il serait intéressant de séale couplage avec un PEG diaminé beaucoup

plus long.

Il est intéressant aussi de voir si, comme celdéaleé cas pour les amidons fractionnés et
dégradés, les matériaux couplés s’orientent lorsegiéils sont fins. La figure 91 présentant la
valeur du module d’Young en fonction de la sectdws fils permet de constater dans un

premier temps que le module est tres nettemenndiénavec le couplage.
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Figure 91 : Module d’Young en fonction de la setites fils d’amidons couplés

Pour les amidons couplés, comparativement a I'amidiif, la valeur du module d’Young est
divisée par 10. Elle est de 700 en moyenne pouridlan natif alors qu’elle n’est que de 70
pour les deux amidons présentant des sections doenogdre de grandeur. Pour I'amidon
couplé a I'hydrazine, le module descend jusqu'a 30r la figure 92, l'intérét se porte

uniquement sur les amidons couplés afin de vainsilégere orientation peut étre observée.
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Figure 92 : Module d’Young des amidons couplésoeretion de la section du fil

Sur ce graphique, il semble qu’aucune orientat®se mette en place pour le matériau couplé
a l'ortho-diaminobenzene. Par contre, lorsque ldomiest couplé avec le PEG 8000 ou avec
'hydrazine, le module d'Young semble diminuer lggaent avec l'augmentation de la

section. Si le matériau a base d’ortho-diaminobeeaz®e s’oriente pas, cela peut étre da a la
nature méme du linker et encore une fois au rendeot#enu lors du couplage qui ne permet
pas au matériau de se différencier pleinement dgwiptés d’un amidon natif. En effet, que ce

soit en terme d’allongement ou de module d’Youegmlatériau présente les plus mauvaises
propriétés par rapport aux autres échantillonstedeme de contrainte, lorsqu’il est compareé a
'amidon couplé avec I'hydrazine (linker le plusophe structurellement), il se retrouve aussi

en retrait.

Pour voir I'impact sur les propriétés des diffésefacteurs étudiés jusqu’a présent, un essai de
couplage a l'aide du PEG a été réalisé sur la mhextt0%. En effet, ce couplage permet de
voir si le couplage et la dégradation utilisés oortement pour obtenir un matériau permet ou
non de cumuler les effets observés dans chacucade#\pres avoir étudié la force a rupture et
I'allongement a rupture en fonction de la sectienmatériau issu du couplage de la dextrine
10% avec le PEG 8000 est rapporté dans le grapliqu&rainte /Allongement de la figure 93
présentant les propriétés mécaniques a rupturardigons dégradés et couplés.
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Figure 93 : Comparaison des propriétés mécanigeesuthidons dégradés et couplés

Sur ce graphique apparaissent distinctement les zieues de propriétés pouvant étre atteintes
par 'amidon de blé lorsqu’il est modifié, soit pdlagage enzymatique, soit par couplage
chimique ciblé sur I'extrémité réductrice. L'élagagnzymatique paf-amylase permet
d’augmenter l'allongement sans diminuer la conteiftorsque le taux de dégradation
augmente. Le couplage chimique permet, quant a’liigmenter I'allongement en diminuant
plus ou moins la contrainte en fonction du linkeressort des tests de traction que le linker le
plus efficace pour améliorer les propriétés méasmsgest le polyéthyléne glycol (PEG) 8000
modifié. Ce graphigue montre bien également quaitede réaliser le couplage avec le PEG
sur la dextrine 10% permet d’augmenter I'allongetmenfacon importante (de 5 & 23%) en ne
diminuant que tres peu la contrainte (de 13 a 1@MP serait donc intéressant de faire le
couplage au PEG 8000 ( voire méme plus long) sualgres dextrines en particulier celles a
30% et 50% (limite). Cela permettrait certainemdiatiteindre des allongements au moins
supérieurs a ceux obtenus par simple couplageQ0%o] et surtout des contraintes autour de
10 Mpa, ce qui permettrait d’obtenir facilement destériaux dont les propriétés mécaniques

n'auraient jamais été atteintes.
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P. Dole a proposé de comparer les propriétés naasides amidons avec les matériaux
plastiques classiques usuéf§’ dans un graphique Contrainte / Allongement. LarBg94 se

propose de schématiser la place des amidons dégehadduplés par rapport aux plastiques
usuels.
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Dégradation @

€
Couplage @

107
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an

0-1 T
10 100 1000

Allongement (%)

Figure 94 : Comparaison des propriétés mécaniques amidons natifs et amidons modifiés

avec les plastiques usuels d'aprés P. Bdle

Ce graphiqgue montre bien que les dextrines les ¢laguées et que I'amidon couplé au PEG
permettent de se décaler de la coBbieprésentant les propriétés mécaniques des amigons
référence. Il ressort que les perspectives que opegd’élagage enzymatique associé au
couplage chimique ciblé, permettent de penser gaearlatériaux a venir posseéderaient des

propriétés meécaniques se rapprochant de celles atérimux base protéines et dans une
moindre mesure du PLA.
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Conclusion

A partir des travaux présentés dans ce chapitedggeas conclusions peuvent étre tirées :

i) Le fractionnement physique des amidons de bldegbomme de terre a mis en lumiere une
différence majeure entre les deux amidons qui litgws encore été présentée. Nous avons
montré gu’il existe dans le cas de I'amidon debié relation entre taille des grains et taille
des macromolécules, alors que ce n’est pas leaas’'amidon de pomme de terre. De plus,
au sein de I'amidon de blé, plusieurs populationisété isolées et deux d’entre elles ont été
testées. Les propriétés mécaniques de I'amidonrimatééférence sont totalement encadrées

par celles des deux populations de petits et gaiagy

i) En réalisant des dextrines partielles ou limiar dégradatiofi-amylasique, les propriétés
meécaniques ont été modifiées. Un gain en allongeetame relativement faible diminution de
la contrainte ont été observés. De plus, ces nuadiifins de propriétés sont progressives et
fonction du taux de dégradation qu’'a subi 'amidtmréférence. Elles permettent, en outre,
une meilleure solubilisation des macromoléculesr pauéalisation de films. Par ailleurs, les
dextrines limites ont montré qu’elles étaient irsmkles au vieillissement dans les conditions
de température et d’humidité relative choisies,fiomant ainsi ce qui a été observé par
analyses thermiques faites par DSC. Enfin, lorsgueaux de dégradation avance, les fils
obtenus aprés extrusion sont de plus en plus fiesceci découle que la dégradation permet

une meilleure orientation des macromolécules.

iii) Lorsque I'amidon est couplé par double amioatréductrice, les propriétés mécaniques ont
été modifiées de fagon intéressante. En effetpiglage permet d’augmenter trés nettement
'allongement du matériau. Par ailleurs, la taélela nature du linker permet d’accéder a des

zones du graphique Contrainte / Allongement quaient pas été atteintes.

iv) Il a également été montré que le choix de Bigre comme amidon possédant des
macromolécules de tres fortes masses molairesigtéaressant. Toutefois, la réalisation de
matériau référence par casting n'a pas été possilsieus a orienté vers une autre meéthode de

traction.
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v) Nous avons pu coupler ces 4 approches deuxxa:deu

- Elagage d’amidon d’'igname
- Couplage de dextrine avec le PEG 8000 modifié

Il semble que les approches soient additives paisegli propriétés obtenues dans ces deux cas
cumulent les effets de chaque modification. Il davialors envisageable de fractionner de
ligname puis de I'élaguer pgd-amylolyse et de réaliser le bolaforme avec un Pa@glifié

beaucoup plus long que celui utilisé dans notrdeétu
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V) Matériels

1) Les amidons

L’amidon majoritairement utilisé a été I'amidon d@é fourni par la société Chamtor
(Pomacle). Toutefois, des amidons d’origines bojaes différentes ont été également utilisés.
L’amidon de manioc et les deux types d’amidonsrdiige, le blanc et le jaune, ont quant a

eux été directement achetés chez un commercantsémo

2) Les dextranes

Les trois types de dextranes utilisés ont tousf@iénis par la société Sigma-Aldrich. Les
réactions de couplage ont été réalisées sur lesates de masse molaire 10000, 43000 et
73000 g/mol.

3) Le plastifiant

Un seul et unique plastifiant a été utilisé pows travaux de thése, il s’agit du glycérol fourni

par la société Sigma-Aldrich.

4) Les agents de couplage

Pour réaliser le couplage du maltose, puis degréifts modéles que sont les dextranes, les
dextrines partielles et limites ou bien directem&nt'amylose et 'amidon de blé, trois agents
de couplage aminés (hydrazine, benzidine et orthmidobenzéne), un polymeére
(polyéthylene glycol) et un acide gras insaturéd@azélaique) ont été choisis. lls ont tous été

fournis par la société Sigma-Aldrich.
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5) L'enzyme

Pour réaliser les difféerentes dégradations enzymes, lap-amylase ( E.C. 3.2.1.2) a été

utilisée. Elle a été fournie par la société Sigmdriah.
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VI) Méthodes

1) Traitements initiaux sur les amidons

Lors des différentes manipulations, les amidorigsés n’ont pas été formulés a I'état brut, ils
ont subi, en fonction de la voie suivie, différetitgtements.

a) Déprotéination et dégraissage

a) Déprotéination d’'un amidon : méthode de E. BeHBH

60 g d’amidon sont mis en solution dans 372 ml dimélange de rapport 5/1 en
Chloroforme/n-Butanol. La suspension d’amidon es$sée sous agitation dans le mélange
pendant une nuit a température ambiante. Apraatidh, la suspension est filtrée sur papier
filtre puis la pate obtenue est mise a séchertaviea 80°C pendant 2 heures. Aprés séchage,

on récupeére 56 g d’'une poudre blanche d’amidonaiéime.

B) Dégraissage d’'un amidon

56 g d’amidon déprotéiné sont placés en deux frastidans des petits sacs de papier filtre,
dans un montage de Soxhlet. Ainsi, dans un ballon Litre, 480 ml d’éthanol sont mis au
reflux en présence de quelques grains de carbusdiciem. Le reflux est maintenu pendant
24 heures puis les deux sachets sont placés ad'@@0°C pendant 2 heures. Apres séchage,

on récupere 53 g d’amidon sec dégraissé.
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b) Séparation Amylose/Amylopectine : méthode de Gikrt [°°

Dans 4,4 | d’eau distillée, 960 ml de solution dade a 32% sont ajoutés. Dans cette solution
désormais a 18% en soude, 200 g d’amidon déprotéibgraissé et sec sont additionnés
doucement et sous forte agitation. 50 mg d’azotdee sodium (NaB) sont également
additionnés pour éviter toute moisissure. L'ensemddt placé dans un bain de glace. La
solution devient rapidement tres visqueuse. L'éigitaest maintenue pendant suffisamment
longtemps pour éliminer tous les grumeaux puidassée reposer pendant la nuit a 4°C. La
solution est versée dans 8 | d'une solution d®/H-butanol (92/8). L'addition se fait sur au
moins 5 minutes sous forte agitation tandis qusolation devient franchement blanche. Le pH
est ramené autour de 7-8 a l'aide d’'une soluti@tide chlorhydrique a 35%. L’agitation est
maintenue pendant une heure puis stoppée pouerddéssolution 48 heures au repos pour que
le n-butanol puisse bien complexer I'amylose. Léutsun est ensuite centrifugée a trois
reprises dans une écrémeuse afin de récupérerlaengomplexé. Il est ensuite lavé par
extraction a I'éthanol dans un montage soxhlet afi@iminer le n-butanol. La masse
d’amylose récupéré est de 28 g. Dans le jus a@apfir I'écrémeuse, 9 | d’acétone sont
additionnés pour faire précipiter 'amylopectinea kolution ainsi obtenue est mise au froid
pour la nuit. De la méme fagcon que précédemmergpliation est écrémeée a trois reprises.
L’amylopectine ainsi récupérée est ensuite sol#mlidans 600 ml de soude & 10 mmol.|
puis neutralisée au GQour redescendre le pH & 8. Le tout est ensuitgpmlans un boudin de
dialyse dont la taille des pores est de 6000-80&oDs afin d’éliminer les restes d’acétone et

de n-butanol. La masse totale d’amylopectine ré@gpést de 124 g.

c) Tamisage

o ) Amidon de blé

200 g d’amidon de blé déprotéiné et dégraissé plamés dans une tamiseuse automatique
Analysette 3 PRO composée de 4 tamis Roucaireldsritilles nominales de mailles sont de

100, 71, 38 et 25 um. Apres une heure d’agitatieat aine amplitude de tamisage de 1,5 mm,
3 fractions distinctes sont récupérées :

- une fraction dont le diameétre des grains estrseg@ a 38um => 9,63 g soit 5%
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- une fraction dont le diameétre est compris en&et5 um => 166 g soit 84%

- une fraction dont le diametre est inférieur gu2%=> 25 g soit 12%

B) Amidon de pomme de terre

200 g d’'amidon de pomme de terre déprotéiné etaiksgr sont placés dans la tamiseuse
automatique. Apres trois heures d’agitation, avee amplitude de tamisage de 1,5 mm, trois
fractions distinctes sont récupéreées :
- une fraction dont le diametre des grains est cangntre 71 et 38 um => 114 g soit
57%
- une fraction dont le diameétre est compris en&et5 um => 84 g soit 42%

- une fraction dont le diameétre est inférieur gu2% => 1,45 g soit 1%

d) Dégradation enzymatique

o) Dégradation partielle

20 g d’amidon sont gélatinisés dans 400 ml d’eatilldie. Cette solution d’amidon gélatinisé
est ensuite placée dans un bécher en ajoutant 4%Deau distillée et 150 ml de tampon
acétate 0,1 M de maniére a obtenir une concemratioamidon de 20 g/l et un pH de 4,8. A

cette solution portée a 50°C, 1 ml de solutiofdeamylase a 50 Ul/ml est ajouté.

Cette dégradation enzymatique est suivie par dodagealtose, selon la méthode de Luff-
Schoorl*** 14 Ce dosage est réalisé sur un échantillon de fréfdvé toutes les 30 minutes.
L’activité de 'enzyme est stoppée lorsque la dégtian est arrivée a terme en ajoutant 50 ml
d’éthanol suivi d’'un passage a ébullition de laisoh pendant 5 minutes au four micro-ondes.
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Taux de dégradation | Durée de I'hydrolyse
(%) (min)
Dextrine 5 5 17
Dextrine 10 10 79
Dextrine 20 20 202
Dextrine 40 40 326

Tableau 16 : Taux de dégradation d'un amidon erttion du temps de réaction

Pour éliminer le maltose issu de la dégradatiofiateidon par laB-amylase, la solution est
dialysée sur membrane de cellulose régénérée auiinde coupure de 10 KDa. Le concentrat

est ensuite congelé puis lyophilisé.

[3) Dégradation limite

20 g d'amidon sont gélatinisés en autoclave dar® @m0 d’eau distillée. Cette solution
d’amidon gélatinisé est ensuite placée dans undbémhajoutant 450 ml d’eau distillée et 150
ml de tampon acétate de maniere a obtenir une otatien en amidon de 20g/l et un pH de
4,8. A cette solution portée a 50°C, on ajoute ldenkolution df3-amylase a 50 Ul/ml. On
laisse sous agitation pendant 24 heures. La solutst ensuite dialysée sur membrane
cellulose régénérée a un seuil de coupure de 10 K&aoncentrat est ensuite congelé puis

lyophilisé.

2) Chromatographie d’exclusion stérique (SEC)

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC) oumgation de gel (GPC) est une méthode
de chromatographie liquide basée sur la sépard@smmolécules en fonction de leur taille. Le
brut a purifier est déposé sur une phase statimmpareuse dont la taille des pores est calibrée.
De cette facon, les molécules, entrainées par tasepmobile, en fonction de leur taille
pénetreront ou non a l'intérieur des pores. Aisités les molécules ne parcourent pas la
méme distance au sein de la phase stationnairte diference de distance se traduit par une

différence de temps de rétention et donc de voldi@etion final puisque pour cette méthode,
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le débit de la phase mobile est maintenu constast.molécules les plus grosses sont éluées
les premiéres tandis que les plus petites sortearderniers. On récupere alors les molécules

dans l'ordre inverse de leur masse molaire.

La phase stationnaire utilisée est le gel de SegbaCL2B (Pharmacia). Celle-ci est calibrée a
l'aide de dextrane bleu de masse molaire connug (810 g/mol). 1 ml d’une solution de
dextrane bleu a 10 mg/ml et de concentration 10muilaire en soude est injectée puis éluée
avec une solution de soude &*1@0l/l contenant quelques milligrammes d'azoturesdéium

utilisé comme antifongique. Le débit qui a été emsplace est de 1,6 ml/min.

3) Ultra-filtration frontale agitée

Cette méthode permettant de séparer différents asamps d’'un mélange en fonction de leur
taille a été utilisée dans difféerentes cuves : 13 et 2500 ml. Le principe simple est de
pousser une solution d’amidon (plusieurs conceantraten amidon ont été testées) dans la
soude (plusieurs concentrations de soude ont égalegté testées) par le biais d’'un gaz inerte
au travers d'une membrane dont le seuil de coupsteconnu. Différentes membranes en
polyéthersulfone ayant des seuils de coupures5 ;024 et 1 um et 1; 10 KDa ont été
utilisées. Pour les cuves de 100 et 300 ml, ledlene2s conditions de solubilisation pour
permettre une séparation sont 1g/l en amidon édess des solutions de soude allant de 0,1 a
0,5 mol/l. Par contre, pour la cuve de fort volumes concentrations en amidon de 20 a 30 g/l

pour les méme concentrations en soude ont pu téiatas.

Pour obtenir les solutions, une gélatinisation @ 2I'amidon en autoclave dans 400 ml d’eau
distillée est tout d’abord réalisée, puis aprémidissement jusqu’a température ambiante, 100
ml d’eau distillée puis 500 ml de solution de soadat ajoutés afin d’obtenir la concentration

souhaitée.

Des solutions a partir d’'amidon déja gélatinisdyephilisé ont aussi été faites. Ainsi, une
solution a 20 g/l dans 500 ml de DMSO / 10% LiQpjpa pu étre produite.
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Pour chacune des manipulations, I'ultra-filtratislest déroulée en deux étapes successives
dont la premiére est la filtration sur la membragant le seuil de coupure le plus élevé. De ce
fait, pour chaque expérience, deux ultraconcengtats filtrat ont été récupéreés.

Dénomination des solutions utilisées

AGSO0,1: Solubilisation de 10 g d’amidon gélatinisé dans &fidde soude (NaOH) a 0,1 M
(ou20gdans1Ll).

Ultra-filtration sur membrane 0,45 et 0,2 pum.

AGSO0,5: Solubilisation de 20 g d’amidon gélatinisé darisde soude a 0,5 M.

Ultra-filtration sur membrane 0,45 et 0,2 pum.

ASO0,5: Gélatinisation de 20 g d’amidon dans 400 ml d'eltillée, refroidissement de la
solution jusqu’a température ambiante, ajout de rh0@’eau distillée et 500 ml de soude a 1
M de maniére a obtenir une concentration en amédad g/L et en soude a 0,5 M.

Ultra-filtration sur membrane 0,45 et (2.

A0 : Gélatinisation de 20 g d’amidon dans 400 ndadi distillée puis ajout de 600 ml d’eau
distillée.

Ultra-filtration sur membrane 0,45 et 0j2.u

Apwmso: Solubilisation de 10 g d’amidon gélatinisé da@é tl de DMSO / 10% (p/p) LiCl

Ultra-filtration sur membrane 0,2 um avee cuve de 300 ml

ASO0,5bis: Identique a AS0,5 mais ultra-filtration sur meiute 1 et 0,45 pum.

Pour chaque manipulation, l'ultra-filtration estndaun premier temps réalisée sur le filtre de
plus haute porosité. L’ultraconcentrat obtenu esigelé, I'ultrafiltrat récupérée est passé sur le

filtre inférieur et ainsi de suite. Chaque fract&st lyophilisée puis pesée.
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4) Modifications chimiques

a) Synthese de l'undécylénate d-O-heptaacétylmaltosyle :

OAc
C3 7H 5401 9

AcO OAc

M : 802 g.motf*
Ci\&/o\ﬂ/\/\/\/\/\ [M+Na'] : 825,3 g.mo'iL

OAC
(¢]

2,37 g (3,38 mmol) de 1-bron@-peracétylmaltose ainsi que 1,01 ml d’aacide unééayue
(5,08 mmol, 1,5 équivalent) sont solubilisés dansl&le dichlorométhane. Par ailleurs, 940
mg de carbonate de potassium@s;) et une goutte d’aliquat 336 sont solubilisés damsl
d’eau distillée. La solution aqueuse est versées darphase organique. Le pH doit étre au
moins de 9 pour que la réaction soit efficace. duat test placé sous argon a température
ambiante sous agitation magnétique forte. L’émulsabtenue est de couleur blanchatre
orangée. Apres une semaine la réaction est apéatégout de 50 ml de dichorométhane et 25
ml (x2) d'eau distillée pour laver la phase orgaeiqpuis centrifugation pour casser
I'émulsion. Aprés séchage au sulfate de magnésMgB8(Q,) et évaporation sur évaporateur
rotatif, on récupere 2,756g de brut. Celui-ci estuite chromatographié sur gel de silice avec
un mélange cyclohexane/acétate d'éthyle (7/3, pbr conduire a 1,090g d’'undécylénate

d’a-O-heptaacétylmaltosyle pur (Rdt : 42%) sous formerdgaux bruns apres évaporation.
Description du produit :

Point de fusion : 55°C

Pouvoir rotatoire spécifique a]p>= 52,5 (c= 1 g, CHCk)

Masse exacte [M+N&: 825,3150 g.mot
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RMN *3C (CDCEk) : & (ppm) : 20,30 ; 20,36 ; 20,44 : 20,55 ; 20,67 (7s@H\cétates) / 24,41
(Csv) 1 28,73 ; 28,84 ; 28,94 ; 29,50 (4 C” de la at&i/ 29,05 () / 33,56 (G) / 33,87
(Co») 161,45 (G) / 62,54 (G) / 68,05 (G) / 68,53 (G) / 69,27 (G) / 69,99 (G) / 70,93 (Q)
172,67 (G) /72,97 (G) / 75,09 (G) / 91,09 (G) / 95,66 (G') / 114,05 (G1-) / 138,90 (Go) /
169,22 ; 169,26 ; 169,62 ; 169,82 ; 170,16 ; 170,PR0,33 (7 C d’Acétates) / 171,39,(E

RMN *H (CDCk) : & (ppm) : 1,26 (m, 4H") / 1,34 (t, 2H, &) / 1,57 (t, 2H, K) / 2,03 (m,
21H d’acétate, bt) / 2,31 (t, 2H, B-) / 3,83 (m, 1H, i) / 3,94 (m, 1H, ) / 4,02 (t, 1H, H) /

4,03 (dd, 1H, K / 4,20 (t, 1H, k) / 4,22 (t, 1H, Ha) / 4,42 (dd, 1H, &) / 4,83 (dd, 2H,
Hy) /4,89 (d, 2H, ) / 4,93 (t, 2H, H) / 5,02 (t, 2H, K / 5,27 (t, 2H, H) / 5,32 (t, 2H, H)

/5,37 (d, 1H, W) / 5,74 (d, 1H, k) / 5,81 (m, 1H, ).

LR (cm®) : 3079 (bande peu large et peu intense) ; 1648d@ peu large et moyennement
intense) ; 907 (bande moyennement large et moyesmteimense) correspondant a la fonction
ethylénique / 778 (bande fine et moyennement iefeosrrespondant a une chaine aliphatique
/ 1435 (bande peu intense et peu large) correspoadix méthyles des acétates / 1745 (bande

trés intense et large) correspondant aux fonctsteys.

b) Synthése de l'icosyl-10-enate de @i-O-heptaacétylmaltosyle :

m\ . | C72H104038
& L 1576 g.mot

me

500 mg d’undécylénate @‘O-heptaacétylmaltosyle (0,62 mmol) sont solubilisssus
atmosphére d’argon dans 2,5 ml d’une solution camte25 mg (3,115 10mol, soit 0,05
équivalent) de catalyseur de Grubbs de premiérérgéan. La concentration finale de cette
solution violette est alors de 0,25 mol.Aprés 24 heures de réaction & température anebiant
et sous agitation magnétique, la solution estéBltisur coton puis évaporée sous pression
réduite. 441,5 mg de brut sont ainsi récupérés daurme d’'une mousse noire. Une

chromatographie sur gel de silice avec un mélangtoliexane/acétate d'éthyle (5/5, v/v)
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conduit aprés évaporation a 308,6 mg d’'icosyl-1&erde dia-O-heptaacétylmaltosyle pur

(Rdt : 63%) sous forme d’'une poudre marron.
Description du produit :
Point de fusion : 67 °C
Pouvoir rotatoire spécifique a]p>>= +50,8 (c = 1,03 g, CHCL)
Masse exacte [M+N&: 1599,7g.mof

RMN 3C (CDCW) : & (ppm) : 20,40 ; 20,56 ; 20,69 ; 20,77 (7 £iacétates) / 24,45 () /
28,82 ;28,99 ; 29,07 ; 29,17 ; 29,49 (5 C” detaine) / 32,47 (&) / 33,90 (G) / 61,35 (G)

/ 62,45 (G) / 67,85 (G) / 68,47 (G) / 69,19 (G) / 69,92 (G) / 70,86 (G) / 72,35 (G) /
72,86 (G) / 75,15 (G) / 91,00 (G) / 95,60 (G') / 130,20 (Go-) / 169,35 ; 169,41 ; 169,78 ;
169,98 ; 170,33 ; 170,40 ; 170,47 (7 C d’Acétatds)1,53 (G-).

RMN *H (CDCLk) : & (ppm) : 1,25 (m, 21 H d'acétates) / 1,58 (m;H 1,94 (m, H-) / 1,98-
2,12 (m, 10H” de la chaine) / 2,32 (tphl/ 3,84 (dt, H) / 3,93 (dt, H) / 4,03 (t, H) / 4,03
(dd, Hs3) / 4,23 (dd, H4) / 4,23 (dd, Hy) / 4,44 (dd, Hy) / 4,85 (dd, H) / 4,96 (t, H) / 5,05 (t,
Hs) /5,29 (t, H) /5,3 (t, ) /5,3 (m, Ho») / 5,40 (d, H) / 5,75 (d, H).

c) Synthese de 'azélate de di-heptaacétylmaltosyle

&\ Ce1Hg4O3s
& = 1424 g.mof

Mm

1 g (1,43 mmol) de 1-bromO-peracétylmaltose ainsi que 815 mg d'acide azétai@ b7
mmol, soit 0,4 équivalent) sont solubilisés darss 8] de dichlorométhane. Par ailleurs, 157
mg de carbonate de potassium@Ks) et deux gouttes d’aliquat 336 sont solubiliséssdaml
d’eau distillée. La solution aqueuse est versées tlphase organique. On basifie la solution
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avec autant de carbonate de potassium que néeepsair atteindre un pH de 9. Le tout est
placé sous argon a température ambiante sousi@gitagnétique forte. L’émulsion obtenue
est de couleur blanchétre. Apres une semaine, SGferdichlorométhane sont ajoutés, on lave
la phase organique par 25 ml (x2) d’eau distill&prés séchage au sulfate de magnésium
(MgSQy) et évaporation sur évaporateur rotatif, on récai@52,6 mg de brut. Celui-ci est
ensuite chromatographié sur gel de silice avec alamge cyclohexane/acétate d'éthyle (6/4
puis 5/5, v/v) pour conduire a 621 mg d’azélatelda-heptaacétylmaltosyle pur (Rdt : 61%)

sous forme de cristaux blancs apres évaporation.
Description du produit :

RMN 3C (CDCW) : & (ppm) : 20,50-20,93 (CHI'acétates) / 24,34 (€) / 28,61 (G-) / 33,84
(Cor) 1 61,38 (Q) / 62,45 (G) / 67,86 (G) / 68,50 (G) / 69,23 (G / 69,95 (G) / 70,88 (G)
172,34 (G) /72,91 (§) / 75,17 (G) / 91,07 (G) / 95,63 (G') / 169,45-170,67 (C d’Acétates) /
171,51 (G»).

RMN 'H (CDCk) : & (ppm) : 1,23 (s,ut) / 1,56 (m, H-) / 1,97-2,30 (m, H d’acétates) / 2,32

(t, Hy») / 3,81 (dt, H) / 3,91 (dt, H) / 4,01 (m, H, Hes) / 4,22 (M, s, Hep) / 4,44 (dd, Hyp) /
4,83 (m, H) /4,94 (t, H) /5,04 (t, B) /5,27 (t, H) / 5,32 (t, H) / 5,38 (d, H') / 5,71 (d, H).

d) Diamination réductrice sur le maltose

” o Cs30H48020N2

AN 1 =L v se g.mof

2 g de maltose (5,54 mmol) sont solubilisés damd d'eau. Ensuite sont additionnés dans cet
ordre, 300 mg d'ortho-diaminobenzene (2,77 mmolt €96 équivalent) et 175 mg de

cyanoborohydrure de sodium (2,77 mmol). Le mélargetionnel aprés 10 jours est placé
dans un boudin de dialyse de seuil de coupure @8-8000 Daltons. Aprés deux jours de
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dialyse pendant lesquels I'eau du bain est réguhént renouvelée, le contenu du boudin est
congelé puis lyophilisé. 532 mg de produit sonupéeés et ne sont pas purifiés. Toutefois
'analyse par spectrométrie de masse montre quéaletion a été effective par la présence du
pic du bolaforme monohydrate PhonyaradH'] = 771 g.mot".

Description du produit :
Micro-analyse : C : 37,67% ; H : 5,20% ; N: 4,15%

RMN 'H (D,O): 5(ppm): 3-4,25 (H du maltose autre que anomériques)s-5,22 (H
anomérique) / 6,70-6,82 (H benzéniques).

Le méme protocole est suivi pour le couplage adrayine.

e) Couplage des dextrines

a) Dextrine 10 KDa

503 mg de dextrine 10400 Daltons (4,83 fiol) sont solubilisés dans 5 ml d’eau. A cette
solution sont additionnés 4,3 mg de benzidine {®Zmol soit 0,5 équivalent) ainsi que 1,5
mg de cyanoborohydrure de sodium (2,210l soit 0,5 équivalent). Pour aider a la
solubilisation de la benzidine, 0,5 équivalent @lacacétique sont introduits dans le milieu
réactionnel, puis il est placé a 'abri de la luraieApres 10 jours de réaction, la solution rose
est transférée dans un boudin de dialyse de seudodpure de 6000-8000 Daltons. Apres
avoir changé régulierement I'eau du bain, le camtdn sac est congelé puis lyophilisé. On
récupére 422 mg de poudre blanche non purifiéec Aette poudre, 1 ml de solution & 2'g.|
est réalisée et passé sur deux colonnes Shodegriendsnt les seuils de coupure sont de 4
millions puis 1 million afin de faire une Chromataghie d’exclusion stérique. Le produit de
départ est retenu pendant 41 minutes et 24 secdadés qu’apres couplage le produit sort
apres 39 minutes et 36 secondes. Cette différemtenaps confirme que le couplage a bien eu

lieu.
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[3) Dextrine 40 KDa

511 mg de dextrine 40300 Daltons (1,16’ ¥fiol) sont solubilisés dans 5 ml d’eau. A cette
solution sont additionnés 1 mg de benzidine (0®B3rhol soit 0,5 équivalent) ainsi que 0,4

mg de cyanoborohydrure de sodium (0,58.180l soit 0,5 équivalent). Pour aider & la
solubilisation de la benzidine, 0,5 équivalent @lacacétique sont introduits dans le milieu
réactionnel puis il est placé a I'abri de la lureieAprés 10 jours de réaction, la solution rose
est transférée dans un boudin de dialyse de seudodpure de 6000-8000 Daltons. Apres
avoir changé régulierement I'eau du bain, le camtda sac est congelé puis lyophilisé. On
récupére 434 mg de poudre blanche non purifiéespastrométrie MALDI-TOF, on observe

un pic a 78579 et une forét de pics entre 60000@D0. Ceci confirme bien le couplage.

y) Dextrine 70 KDa

366 mg de dextrine 73200 Daltons (5°1fol) sont solubilisés dans 10 ml d’une solution
d’ortho-diaminobenzéne de concentration 2,3.tbl.I* (2,5.10° mol soit 0,5 équivalent). A
cette solution est additionné 1 mg de cyanoborahgdde sodium (1,5.70mol soit 3
équivalents). Apres 10 jours de réaction, la sotutest complétement brune. Le milieu
réactionnel est transféré dans un boudin de dialgsseuil de coupure de 6000-8000 Daltons.
Apres avoir changé régulierement I'eau du bairgoetenu du sac est congelé puis lyophilisé.
On récupere 470 mg de poudre blanche non purifée. spectrométrie MALDI-TOF, on
observe un pic a 134853 et une forét de pics &G690 et 120000. Ceci confirme bien le

couplage.

f) Couplage de I'amylose a I'ortho-diaminobenzéne

7,8 mg d’ortho-diaminobenzéne (7,22°1Mol) sont solubilisés dans 2 ml d’une solutionHa p
10. 25 mg d'amylose (obtenu par séparation d'avamylopectine) puis 10 mg de
cyanoborohydrure de sodium (1,45°10l) sont additionnés & cette solution. Ici, leantités
introduites sont mesurées par rapport a I'amylasesidéré comme un maltotétraose. Aprés
deux heures d’agitation, 'amylose est totalemerdlslisé et la solution est brune. Aprés 2
jours de réaction, 25 mg d’amylose sont rajoutésmdlieu réactionnel. Aprés 3 jours de
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réaction, le milieu réactionnel est placé dans aundin de dialyse de seuil de coupure de 6000-
8000 Daltons. Aprés avoir changé régulierementul@a bain, le contenu du boudin est injecté
dans une colonne de chromatographie d’exclusiomgeg contenant 200 ml de gel CL2B.
Apres chromatographie, on effectue, pour chaquetidma de 10 ml, un test a l'iode et une
analyse UV. On constate que la longueur d'onde mabd pAmax) d’absorption augmente
avec le volume d’élution. Ainsi, on peut regrouper?2 fractions correspondant, aux volumes
d’élution de 90 ml a 180 ml pour la premiére, etl@ ml a 250 ml pour la deuxiéme. On
concentre par dialyse sur membrane de 1 KDa. Ratrgphotométrie, on établie le DP du
complexe observé dans la premiére fraction, pastane valeur comprise entre 50 et 100
avant le couplage, a des valeurs comprises entet 560 apres le couplage. Cela montre bien

gue celui est effectif.

g) Synthése du PEG diaminé

o) Tosylation des groupements hydroxyles d’extrésnité chaines

5 g de PEG 8000 (6,25.f@nol) et 714 mg de chlorure de tosyle (3,75 30it 6 équivalents)
sont solubilisés dans 60 ml de pyridine. La solutast parfaitement limpide. Aprés 5 jours
d’agitation, la solution a jauni. Le milieu réacticel est placé en boudin de dialyse de seuil de
coupure 6000. Apres avoir changé régulierementi lthabain, le contenu du boudin de dialyse

est congelé et lyophilisé pour récupérefine 1,881 g d’une poudre blanche non purifiée.

I.R. : Comparativement au PEG 8000, sur le speqimarait une bande fine et peu intense a
684 cm' correspondant au cycle benzénique du groupemsyietbune bande fine et intense a

1113 cn* correspondant & la fonction $6u groupement tosyle.

B) Synthese de I'azido-PEG
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1 g de PEG tosylé ( 0,12 mmol) est solubilisé ddhal d’eau en présence de 47 mg d’azoture
de sodium (0,72 mmol soit 6 équivalents). La solutst limpide et jaunatre. Aprés 24 heures
de réaction sous agitation, le milieu réactionrstlfitré sur membrane de cellulose régénérée,
dont le seuil de coupure est de 1 KDa. Le conceestacongelé puis lyophilisé. On récupére

942 mg d’un solide brun non purifié.

l.R. : La bande fine et trés intense a 2021'coaractéristique de la fonction azido, montre que

la substitution a bien été réalisée.

y) Synthese du diamino-PEG

100 mg d'azido-PEG (1,25.20mol) sont solubilisés dans 3,5 ml d’eau. Aprésitamdde 0,1
équivalent de palladium sur charbon, soit 5 mg,tdet est placé sous atmosphére de
dihydrogéne. Aprés 48 heures de réaction soustiagitda solution noire est filtrée sur

célitel]. Le filtrat est congelé puis lyophilisé pour don88 mg d’un solide brun non purifié.

I.R : Il y a disparition de la bande & 2021 trha fonction azido a donc été réduite en amine.

h) Couplages de I'amidon

10 g d’amidon préalablement déstructuré et lyopilsont solubilisés dans 100 ml d’'une
solution de soude & 0,5 mdl.IL’ensemble est mis sous forte agitation pour lsitiser

'amidon. L’amidon étant polydisperse, pour 10 @rdidon utilisé nous avons considéré
arbitrairement que nous avions ®0nol de macromolécules. Ainsi, aprés deux heures

d’agitation, I'amidon est solubilisé et I'agent dauplage est additionné a la solution :

- 16 pl (0,5.18 mol soit 0,5 équivalent) d’hydrazine
- 2,1 ml (0,5.16 mol soit 0,5 équivalent) d’une solution & 2,5 ribld’ortho-
diaminobenzéne
- 3,9 mg (0,5.18 mol soit 0,5 équivalent) de diamino-PEG
Apres 12 heure d’agitation, la solution est diadysar une membrane de cellulose régénérée de

seuil de coupure de 10 KDa, en rincant réguliérénpem des fractions de 150 ml d’eau

157



distillée. Le concentrat est ensuite congelé puapHhilisé pour donner une poudre blanche non

purifiée. La masse finale est toujours supérieut@ g.

5) Mise en ceuvre des matériaux

Classiquement pour mettre en ceuvre des matériauk théthodes sont envisageables : le
casting et I'extrusion. Ces deux techniques sout #ofait transposables a I'élaboration de
matériaux issus d’agroressources tel que I'amiddens le cas présent, des films ont été

produits par la méthode de casting, tandis qudildeant été fabriqués par extrusion.

a) Le casting

Au cours de ces travaux de thése, deux formulatmrsété testées. Tout d'abord, pour
I'obtention de film par casting, une solution agse@ 4% en amidon de blé, d'igname (jaune
et blanc) ou de manioc est chauffée en autoclavelgmeé 20 minutes afin de réaliser la
gélatinisation de I'amidon. Dans cette solutionitapaéalablement été introduite la quantité
nécessaire a I'obtention d’'une formulation a 27%glyeérol par rapport a la masse d’amidon
sec. La masse d’amidon sec est obtenue par sdimtrale la masse d’eau présente a 50%

d’humidité relative, soit a peu prés 10% de la redstale.

La solution une fois gélatinisée est coulée danmaanle revétu de Téflon lui-méme poseé sur
un bain de glycérol chauffé a 70°C. Ce systeme eediobtenir des films qui aprés séchage
présentent une épaisseur homogéne. Apres la péded&chage, les films plus ou moins
transparents sont démoulés et placés a 50% d’hiémidiative avant les tests physico-

chimiques.

b) L’extrusion
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La méthode de I'extrusion a été employée pour €obon de fils et les substrats utilisés ont
été I'amidon de blé déprotéiné et dégraissé masidaus les amidons et dextranes couplés
par double amination réductrice et les dextrinesigies et limites obtenues par dégradation
enzymatique. Dans tous les cas, les substrats&thiastructurés et lyophilisés préalablement a

toute formulation.

Pour réaliser la formulation, la masse souhaitésulestrat (en général une dizaine ou une
guinzaine de grammes) est placée dans 100 ml déicsold’éthanol absolu contenant une
masse de glycérol équivalente a une formulatioB@j8% de plastifiant par rapport a la masse
d’amidon sec. Le tout est laissé sous agitatiord@en30 minutes afin de laisser diffuser le
plastifiant de la solution vers 'amidon. Puis deit est placé sous vide afin d’éliminer I'éthanol
du ballon. Une fois cette opération effectuée, &#émau est devenu friable. Il est ensuite mis a
80°C pendant une a deux heures afin d’éliminer demiere traces d'éthanol. Enfin, le
matériau est placé a 80% d’humidité relative (dames boite contenant une solution saturée de
KBr) pendant 4 jours afin d’étre extrudé plus fewient.

Les différents amidons plastifiés sont ensuiteothiits en continu dans le micro-compounder
ThermoHaake Minilab Rheomex CTWS5. Ainsi, avec uitesge de rotation des deux vis
contrarotatives de 70 a 85 tours/minute et a umpéeature de 100 a 110°C dans le fourreau
selon les cas, un jonc de l'ordre de 3-4 millimetoe diametre est facilement récupére.
L’inconvénient réside dans le fait que I'apparel peut passer que de petites quantités. C’est
pourquoi ces joncs sont ensuite découpés aux eigm#s passés en extrudeuse mono-vis de
plus forte capacité pour obtenir le jonc final @edre de 0,5 milliméetre de diameétre qui subira
les tests de traction. Dans I'extrudeuse mono-GAMBIA de diametre intérieur de 2 cm dont
la vis est réglée pour tourner a 50 tours/min,téespératures sont contrélées dans les trois
compartiments (Cf partie 1.3c) et réglées a 110, 115 et 120°C permettant aifesisartie de
récupérer un matériau a 128°C qui, apres quelgeesndes de séchage, est placé a 50%

d’humidité relative pendant une semaine avantdfsation des tests de tractions.

6) Analyses
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a) Des solutions

o) Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La spectroscopie par résonance magnétique nucldiidl, est la méthode de choix pour
obtenir des informations structurales (tridimenselies) des molécules étudiées. Par leur
réponse aux impulsions magnétiqgues, les noyaux igt@m® renseignent sur leur
environnement. Les spectres RMN et *°C sont enregistrés sur un spectrométre DRX 500
MHz BRUKER. Les déplacements chimiqueég $ont donnés en ppm par rapport au TMS

(TriMéthylSilane) et calibrés sur le pic du solvadeutéré utilisé.

B) Infra-Rouge (IR)

L’analyse Infra Rouge (IR) permet de visualisersain d’une molécule, les différents types de
fonctions et de liaisons. Elle est réalisée enstrassion sur des pastilles de KBr mélangés aux
produits préalablement réduits en poudre. Le spéRtiest obtenu sur un spectrométre Nicolet
Magna IR 560 entre 400 et 4000 tnPour chaque spectre, on a réalisé 32 accumusation
Cette méthode d’'analyse a été particulieremente utfsque les modifications chimiques

apportées aux substrats étaient proches des lidetdgtection de la RMN.

y) Ultra-Violet (UV)

L’analyse par spectroscopie visible Ultra VioletMJUpermet de visualiser les chromophores
présents dans une molécule et ainsi renseignda qarésence ou non de certaines fonctions.
Cette analyse a été réalisée sur un spectropha®id&#iKON 930 avec des cuves en quartz a
la longueur d’onde de 401 nm pour le suivi destréas de désacétylation de l'acétate de
paranitrophénol et entre 200 et 800 dans le cadseétudes des complexes d’amylose ou

d’amylopectine avec I'ion polyiodo-iodure.

0) Viscosité
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La viscosité intrinséque d’'une molécule ou indicate de viscosité est par définition la valeur
limite de I'indice de viscosité pour une dilutianfinie. Les mesures de viscosité, exprimées en
ml/g sont réalisées en faisant circuler des saistid’'un produit a différentes concentrations
dans un viscosimétre a tubes capillaires de typbeldbhde a 25°C. Toutes les mesures
effectuées ont été realisées dans le DMSO. La sitgcmtrinseque d’'un produit dépend de sa
masse molaire, de sa structure (facteur de formedeg interactions polymeére-solvant mais
est indépendante de la concentration.

Les échantillons testés ont été préparés a paatmidon natif déprotéiné et dégraissé mais
aussi a partir d’amidon, préalablement passés lenmme d’exclusion stérique. Pour chacun des
échantillons, 4 concentrations ont été préparéek;.0,2 ; 0,3 et 0,48%.

Figure 95 : Tube de Ubbelohde

Le viscosimétre est constitué principalement deés tparties tubulaires (1, 2 et 3) et le tube
capillaire (7) avec sa sphere de mesure (8), sarsples avant-coulants (9) et le vase a niveau
(5). Au-dessus et au-dessous de la sphere de méssinmarques annulaires; Mt M, sont
imprimées sur le tube. Ces marques définissentseatement le débit de I'échantillon mais
aussi la pression hydrostatigue moyenne h. Le udysllaire se termine dans la partie
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supérieure, réalisée comme calotte sphérique (&pde a niveau. L’échantillon s’écoule donc
du tube capillaire vers le vase a niveau par leasarintérieure de cette calotte sphérique. Pour
des mesures automatiques du temps d’écoulemerdysi&me dispose d'un systeme de
détection photoélectrique automatique. Le tubepksté sur son support, lui-méme dans un
bain thermostaté a 25°C. Apres avoir réalisé undodas DMSO seul, grace au tracé de(tée
6,7185s) en fonction de la concentration C de Bétiion, les différentes valeurs de viscosité
relative sont obtenues. Il est possible ensuit&tdipoler la courbe a une concentration nulle

donnant alors la valeur de la viscosité intrinseque

1.6

14

1,2

0,8 A
0,6

Viscosité relative

0,4

0,2

0 T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentration (%)

Figure 96 : Calcul des viscosités relative et ins@que

b) Des matériaux

o) Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

Les mesures de recristallisation sont réaliséegssiréchantillons de dextrines obtenues par
dégradation enzymatique de I'amidon ou bien dimeetg sur des amidons déprotéinés et
dégraissés. Les fractions passées en DSC (envignsdnt équilibrées a 50% d’humidité

relative pendant au moins deux jours avant toutsunee
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A l'aide d'une presse a pastilles infra-rouge, 466G mg de dextrines sont compresses,
découpés puis placés dans des capsules compatitded’appareillage. De I'eau est ensuite
ajoutée avec une micro-seringue afin d’obtenir temeur massique en eau de 30% par rapport

a I'’échantillon. Enfin, les capsules sont scelléasnétiquement.

Chaque capsule est passée dans la cellule de D8€C détruire I'histoire thermique de

'échantillon avant I'étape de vieilissement aécél Pour ce faire, la capsule subit un
chauffage par gradient de température de 20°C jpauten Ce gradient est appliqué de 30°C
jusqu'a 170°C, température a laquelle I'échantiliest maintenu pendant 5 minutes. Les
capsules sont pesées avant et aprés la destrdetibimstoire thermique de I'échantillon pour

contrbler I'absence de perte d’eau et ainsi s'assie I'étanchéité des capsules.

Chaque échantillon subit ensuite un vieillissensmueléré en étuve a 60°C pendant une durée
de 2 a 3 jours (65 heures). Aprés cette étapesdpsules sont passées en DSC modulée afin
d’évaluer la recristallisation des échantillonsuPoe faire la méthode mise au point fut de
descendre I'échantillon a la température de —408a@dant 5 minutes avant de le réchauffer
suivant un gradient de 5°C par minute jusqu'a 22@&qui permet de dépasser le point de

fusion de I'échantillon.

) Diffraction des rayons X

L'analyse par diffraction des rayons X permet diun la cristallinité d’'un matériau. Les
structures cristallines diffractent les rayons Xosela loi de Bragg, 2dsb¥nA, ou d est la
distance entre deux plans de diffracti®n;angle incident du rayon et sa longueur d’onde
(ici @ 154 nm, longueur d’onde de la raie Ku cuivre). Toutes les analyses ont été réalisées
sur un diffractometre X-INEL pour des angleéds @mpris entre 2 et 25°. La gamme d’angles

est balayée par pas de 0,08° de 60 secondes.

L'analyse par diffraction des rayons X a été uddispour étudier la recristallisation des
dextrines limites et partielles ainsi que le visiement des amidons natifs et modifiés. Dans
tous les cas, les meilleures réponses ont été uwdgdorsque les fils de matériau plastifié au

glycérol ont été pulvérisés au pilon apres avaragingelés a I'azote liquide. La poudre ainsi
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obtenue est alors placée au centre du dispostdifiallyse et recouverte d’'un ruban adhésif

complétement amorphe de telle facon qu'il ne preglaiucun artéfact.

7) Conditionnement

Les amidons de blé et d'igname jaune ainsi que dextrine limite respective ont subi un
vieillissement de 1,3 et 7 semaines dans une deceinintenue a 80% d’humidité relative
grace a une solution saturée de KBr. Cette métliedeonditionnement a été utilisée pour
permettre la comparaison des cristallinités ergsedmidons et leur dextrine limite apres 7

semaines.

Pour la comparaison du vieillissement des dextnpagtelles par rapport aux dextrines limites,
la méthode choisie a été de réaliser un vieillissgnaccéléré au sein de capsules de DSC
scellées pendant 4 jours a saturation d’eau et°@ @@ant que I'analyse thermique ne soit

effectuée.

En ce qui concerne I'étude des propriétés mécasiqueupture, tous les matériaux ont éte

conservés dans une chambre thermostatée a 20°%prtidité controlée et stabilisée a 50%.

8) Tests mécaniques

Les tests mécaniques ont été réalisés a 50% d’liténnédative aprés au moins une semaine de
stockage a l'aide d’'un capteur de force 500 N swr machine de traction TEST 108, 2kN
(GT-TEST) pilotée par le logiciel TESTWinner 920a lvitesse de traction a été de 10
mm/min. Pour chaque matériau testé, un minimumOdécBantillons a été utilisé. Les résultats
obtenus correspondent a la moyenne de ces 30 @écmntet I'écart-type est calculé.
L’ensemble des valeurs obtenues permettent d'accéde valeurs de contrainte,

d’allongement et au module d’Young E définis par :

-0=F/S ou F est la force maximale exercéeN@nton) et S la section (en mm).

-e=(I-lg)/lp ou | est la longueur de I'éprouvette au tempdd eelle au tempst
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-E=o0l¢

Les tests ont été faits aussi bien sur des éprimsvee type H3, dans le cas ou le matériau avait

été obtenu par casting, que sur des fils apréeasatr.

Figure 97 : Eprouvette de type H3 : A: 17 mm ;Bmm ; C :8,5mm; E: 0,1 mm ; F:50
mm;G:85mm;L:10mm;R:7,5mm; R’ rhh

Dans le cas ou la traction a été faite sur desléilsiametre allant de 0,5 a 2 mm obtenus apres
extrusion, deux méthodes ont été utilisées. Darremier temps, des fils de 3 cm de long ont
éte collés sur des supports en papier afin quendes de I'appareil de traction puissent exercer
leur force dans de bonnes conditions. Avant d’eetetoute traction, le support papier est
coupé en son milieu afin de ne tester la résistgneedu matériau. Toutefois il est apparu que

les fils avaient tendance a casser a proximitépdags de colle.
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Figure 98 : Matériau extrudé sous forme de fil san support papier : A :10 mm ; B :25 mm

La deuxieme méthode utilisée ne nécessite aucyvodugt le fil a été directement placé entre
les mors. Pour éviter tout glissement les extr&srdig fil ont été recouvertes d’un morceau de
Parafiln].

166



Conclusion générale

Cette these intervient en cléture des programm@BILYMERES et AMIVAL destinés a

I'étude et I'élaboration de matériaux amylaces.

A partir des expériences acquises, différentes thgses ont été investiguées pour atteindre
des propriétés mécaniques originales situées aueddela « courbe référence » de plastification
mise en évidence par N. Follain et collaborateiNeus supposions que si les chaines
amylacées étaient plus longues et de facteur deef@ius élevé, elles pourraient présenter des
interactions longues distances et des enchevétten@milaires a ceux des polymeéres
synthétiques linéaires. Par ailleurs, ces caratiguies peuvent permettre I'obtention d’'un
réseau orienté aux propriétés mécaniques ameliotdest pourquoi I'un des objectifs de ce
travail a été de réaliser des matériaux a partiftodgues macromolécules obtenues soit par

fractionnement d’amidons natifs, soit par synth@smique.

Nous avons tenté de sélectionner par taille ounasse les amyloses et/ ou amylopectines a
l'aide de differentes méthodes. Il semble que l&cipitation fractionnée ou la filtration
couplées a une analyse viscosimétrique telleslga’ent été mises en ceuvre ne soient pas des
méthodes adaptées. Les propriétés differenciéggédjation et de structuration de I'amylose
et de 'amylopectine complexifient I'analyse efflactionnement en masse. Seul le tamisage a
sec a permis dans le cas de I'amidon de blé daerett évidence I'existence d’un lien entre
taille de grain et taille des macromolécules. Geiltat est particulierement intéressant dans le
sens ou il montre que selon l'origine botaniquay seulement la structure des macromolécules
est différente, que les propriétés mécaniques teslygar ces macromolécules sont différentes
mais aussi qu'il peut y avoir différentes structude macromolécules en fonction du grain a

partir duquel elles sont extraites.

Nous avons mis en place une méthodologie permettimt réaliser un couplage
chimiospécifique sur I'extrémité réductrice des rawlécules amylacées par diamination
réductrice a l'aide de linkers de différentes negsuiSur les modéles, ce couplage téte-a-téte a
permis I'obtention de « bolaformes macromolécutaireSur I'amidon, il a permis I'obtention
de matériaux aux propriétés mécaniques a ruptusdi@ndes, en particulier pour un linker

PEG de longueur équivalente a celle de I'amylopectDans un travail ultérieur, il pourrait
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étre envisagé de voir I'influence de la longueurRRG sur les propriétés. Dans un deuxiéme
temps, différencier une extrémité non réductrida de pouvoir réaliser un couplage téte-a-

gqueue permettrait d'augmenter de facon trés imptata longueur des chaines.

Par ailleurs, nous avons montré qu’il était possitde réaliser un couplage par métathese
d’'oligosaccharides acylglycosylés par une chaiasgg insaturée a son extrémité. Ce résultat
permet d’envisager le couplage sur des polysaatdmrnodifiés. Pour étendre ce travail a des
polysaccharides hydrosolubles, nous avons démarsgrithése d’'un catalyseur de métathése
hydrosoluble original. La réalisation de ce type cd¢alyseur devrait permettre le couplage
direct de polysaccharides modifiés spécifiguememt pesition réductrice par amination
réductrice avec des structures telles que I'allyhem

L’hypothese principale de ce travail a donc étafieér puisque les matériaux obtenus a partir
de longues macromolécules ont dans tous les cagdéname augmentation drastique de leur

propriétés d’allongement.

Nous avons également montré que I'élagage enzyusatigar f-amylolyse d’amidon
déstructuré permet d’obtenir des matériaux dontplegriétés meécaniques a rupture sont
ameliorées avec I'augmentation du taux d’élagage.afleurs nous avons montré que plus
I'élagage est important, plus les matériaux obteprsentent une aptitude a I'orientation.
L’élagage enzymatique s’accompagne d'un effet sucdmportement rhéologique a I'état
fondu. Cette modification sur I'amidon permet deléplacer horizontalement sur le graphique
Contrainte / Allongement. De plus lorsque I'élagagemaximal, nous avons montré qu’il était
possible d’inhiber le vieillissement des matériatxde rendre alors les propriétés mécaniques
stables au cours du temps.

Enfin, par combinaison deux a deux des différemjgsroches nous avons montré que leur
association permet de cumuler les effets. Par ebeertgp dégradation de I'amidon d’igname
couplé avec le PEG 8000 a mis en évidence une agtiom trés significative de
I'allongement et une perte limitée en contrainteci(oermet I'acces a des matériaux qui n’ont
pour I'’heure pas encore été envisagés. Il serataasant de réaliser par exemple le couplage
avec un PEG beaucoup plus long, d’'une dextrinetdirdiigname dont les macromolécules
auraient été préalablement sélectionnées en fondéda taille des grains.
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Ce travail de thése propose de nouvelles pistégesgantes pour la réalisation de matériaux a
base d’amidon possédant des propriétés mécaniquegtdre se rapprochant de celles des
matériaux d’origines fossiles. La recherche decttines macromoléculaires originales ouare
priori un champ d’investigation beaucoup plus large @seapproches classiques basées sur la

formulation ou la dérivatisation de I'amidon.
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RESUME

L’objectif de ce travail est la réalisation de neaux matériaux amylacés présentant des
propriétés mécaniques a rupture améliorées. L&htée travail réside dans le choix de
modifications structurales dirigées originales pialstention de ces nouveaux matériaux. Les
voies proposées sont d’'une part la sélection deguks macromolécules au sein d’amidons,
le rallongement chimique via des réactions de @mlpar diamination réductrice et enfin
I'élagage enzymatique permettant de diminuer le&ldg ramification de I'amylopectine.

La sélection directe des macromolécules les plogues sur différents amidons gélatinisés
s’est révélée difficile a mettre en ceuvre tandie Butamisage a sec a permis de mettre en
évidence, pour certaines especes, une relatiore datrtaille des grains et celle des
macromolécules qui le composent.

Les différentes modifications apportées a I'amididm blé ont permis d’engendrer une
augmentation de l'allongement a rupture avec ,dansins cas, le maintien de la contrainte a
rupture. Par ailleurs, I'élagage enzymatique a rmis évidence une orientation des
macromolécules lors de la mise en forme des matéransi qu'une stabilité de leurs
propriétés mécaniques dans le temps.

MOTS-CLES

Amidon — BIlé - Matériaux — Polysaccharides — Pm&tg8s mécaniques a rupture —
Modifications chimiques — Modifications enzymatigue Ultra-Filtration — Tamisage — CPG
— Couplage macromoléculaire — Sélection de chameRallongement de chaines —
Vieillissement — DSC- Test de traction — Orientatio

TITLE

Study of the evolution of mechanical properties donylated materials by selection and/or
controlled structural modifications.

SUMMARY

The aim of this study was the achievement of neavcht based-materials with enhanced
ultimate mechanical properties. The interest o thiork was in the choice of unusual
structural modifications to obtain this new matkstiaThe different ways were first the
selection of the longest macromolecules from déffieistarches then the chemical lengthening
by reductive amination coupling and finally the ymatic pruning leading to the reduction of
the networking degree of amylopectine.

An immediate selection of the longest macromolexdlem gelatinised starches was finally
difficult to carry out whereas a dried sieving lgrito light for some species a relationship
between the granule size and the size of its maaeules.

All the transformations done on wheat starch a#drdo a notable modification of the
mechanical behaviour of the new materials with improvement of ultimate strain and in
some cases no changes for ultimate strength. hiti@ddenzymatic pruning showed a
orientation property for the materials during theresion and the stability of their ultimate
mechanical properties during the ageing.
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