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Résumé

Les exopolysaccharides d’origine microbienne (EPS) jouent un rdle déterminant
dans la stabilisation des agrégats du sol en s’associant avec les argiles minérales. Dans le
cadre de ces travaux de recherche, nous nous sommes intéressés a 1’étude des interfaces
argile/EPS a 1’échelle moléculaire par modélisation moléculaire. La montmorillonite
sodique (Na-MMT) a été choisie comme modele représentatif de I’argile minérale et
plusieurs EPS ont été considérés : le dextrane, le MWAP71, le xanthane, le KYGT207, le
rhamsane, YAS34 et le succinoglycane. Nous avons abordé deux aspects : (a) I’adsorption
des unités constitutives des EPS sur la surface basale de Na-MMT, et (b) les relations
établies entre les différences molécules dans des complexes argile/EPS/eau. Tous les EPS
considérés présentent une affinité par la surface minérale, les interactions établies aux
interfaces sont multiples, elles peuvent étre ioniques, hydrophobes et des liaisons
hydrogéne. Nous avons constaté une corrélation linéaire entre 1’enthalpie d’adsorption et la
surface en contact. L’analyse des structures indique que le facteur déterminant pour
I’adsorption est 1’habilité des EPS a se déplier pour maximiser la surface en interaction.
Pour les complexes argile/EPS/eau, les modéles montrent que I’interaction avec 1’eau est la
plus forte aux taux d’hydratation les plus faibles, montrant que le systéme s’oppose a la
dessication. En revanche, I’interaction de I’EPS avec la surface de Dargile évite la
dispersion des feuillets quand il y a un excés d’eau. Les résultats obtenus par modélisation

présentent une bonne corrélation avec les observations expérimentales.

Mots clés: associations argile/exopolysaccharide, modélisation moléculaire,

structure et agrégation des sols, composites organo-minéraux.






Abstract

The bacterial exopolysaccharides (EPS) play an important role in soil aggregate
stabilisation during their association with mineral clays. This study uses molecular
simulation methods to investigate the clay/EPS interfaces at the molecular level. Sodium
montmorillonite (Na-MMT) was chosen as a representative model of mineral clay along
with several EPS: dextran, MWAP71, xanthan, KYGT207, rhamsan, YAS34 and
succinoglycan. Two aspects were explored: the adsorption of constitutive units of EPS
onto basal surface of Na-MMT, and the relationships established between the different
molecules onto clay/EPS/water complexes. All EPS tested exhibit a positive affinity for the
mineral surface and multiple interactions are established at the interfaces, that can be ionic,
hydrophobic or of hydrogen bond type. We found a linear correlation between values of
adsorption enthalpy with the effective contact surface. Structural analysis indicates that the
key factor determining the adsorption is the ability of the EPS to unfold in order to
maximize its contact surface. The most flexible structures were the most favourable
candidates for adsorption. Concerning the clay/EPS/water complexes, for the established
models the interaction with water is stronger at lower hydration rates, indicating a
resistance of the system to desiccation. Also, the interaction of EPS with mineral clay
avoids the dispersion of the layers for water saturated systems. The results obtained by

molecular modelling have good correlation with experimental observations.

Key words: clay/exopolysaccharide associations, molecular modelling, soil

structure and aggregation, organo-mineral composites.
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Préface

PREFACE

Cette thése a ¢été préparée au Centre de Recherches sur les Macromolécules
Végétales (CERMAYV) dans le cadre de I’Ecole Doctorale « Chimie et Sciences du
Vivant » de I’Université Joseph Fourier. Elle a été financée par une Allocation de
Recherche du Ministére d’Education Nationale et de la Recherche (MENRT). Elle est
intitulée « Etude des bases moléculaires de 1’agrégation des sols par des
exopolysaccharides bactériens » et a été motivée par le besoin d’explorer les interactions a
I’échelle moléculaire entre les argiles minérales et les polysaccharides d’origine
microbienne (EPS). Les EPS influencent la fertilit¢ des sols en agrégeant les particules
minérales, et ils luttent contre la dessiccation du sol en retenant I’eau. Dans cette étude
nous avons voulu explorer 1/ les facteurs chimiques et structuraux des polysaccharides qui
modulent leur affinité pour les surfaces minérales, et 2/ les rapports qu’entretiennent ces
complexes organo-minéraux avec 1’eau. Avant de détailler le sujet de recherche, nous

allons présenter quelques études en relation avec ces travaux.

L’impact environnemental :

Le sol est généralement défini comme la couche superficielle de la croiite terrestre.
I1 est constitué de particules minérales, de matic¢re organique, d’eau, d’air et d’organismes
vivants, c¢’est un systéme complexe, dynamique et vivant. Le sol assure de multiples
fonctions : support pour la production de nourriture, stockage de biomasse et fournisseur
de matiére premicere. Il mérite protection en raison de son importance environnementale et

socio-économique.

Actuellement, la dégradation des sols (érosion, perte de matiere organique,
salinisation, contamination...) représente un grave probléme de développement durable.
Cette dégradation influence directement la qualité de I’air, de I’eau, la biodiversité et le
climat, et donc, elle peut altérer la sant¢é humaine. La Commission Européenne a adopté

une stratégie depuis septembre 2006 dont I’objectif est la protection et I’utilisation durable
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Préface

de ses sols. Trois axes sont développés: la réglementation, la recherche et la

communication [1].

Figure 1. Le sol, une ressource d’importance environnementale et socio-économique.

La gestion de 1’eau est également un aspect important. Selon 1’Agence européenne
pour l'environnement (AEE), depuis 1970, la quantité d'eau disponible par étre humain a
diminué¢ de 40% et deux habitants sur cinq de la planéte connaissent des difficultés
d'approvisionnement. L'Europe n'échappe pas a ce phénomeéne de pénurie qui est critique
dans les pays méditerranéens. L’agriculture est la premiere activité consommatrice d’eau,
essentiellement a des fins d'irrigation. En 2002 par exemple, les prélévements d’eau en
France métropolitaine sont estimés a 33 milliards de m’, dont 55% sont consacrés a la
production d’énergie, 19% a I’eau potable, 14% a I’irrigation et 12% a I’industrie. Plus de
la moitié¢ de ces prélevements sont destinées au refroidissement des centrales thermiques.
Mais prélever ne revient pas forcément a consommer, les centrales thermiques restituent
une grande majorité d’eau ; a ’inverse, 1’irrigation des cultures en restitue peu. L’irrigation

consomme au final la moitié des ressources en eau [2].
Dans le contexte du développement durable, la bonne gestion des ressources

naturelles s’impose. Parmi les efforts effectués, la recherche fondamentale peut suggérer

des solutions innovantes.
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Les complexes organo-minéraux

Les associations entre matieére organique et particules minérales sont importantes non
seulement pour la fertilit¢ des sols; mais elles interviennent également dans une série

particuliére de matériaux composites manufacturés.

a) La structuration et la stabilisation du sol

Les unités de base du sol sont dénommées des agrégats, ils sont le résultat des
interactions intimes établies entre les composés organiques et les minéraux. Les agrégats
sont classés en deux types selon leur taille : les macroagrégats et les microagrégats. La
stabilit¢ des agrégats est en général fortement associée a la teneur en matiere organique,
cette dernicre assurant la continuité et la cohésion des particules minérales. Les agrégats
déterminent les propriétés mécaniques et physiques du sol (mobilit¢ de l'eau, aération,
régulation de la température...) et jouent un réle important dans la germination et la

croissance racinaire.

Une zone d’intérét est la rhizosphere, la région du sol entourant les racines des plantes.
La rhizosphére est un lieu d’intense activité racinaire et microbienne ou s’effectuent les
échanges entre le sol et la plante (par exemple I’adsorption d’eau et de nutriments
minéraux par les racines, ou 1’exsudation racinaire des substances organiques). Les racines
des plantes contribuent a la stabilité des agrégats, directement par les racines elles-mémes
et indirectement par la stimulation de I'activit¢é microbienne. Les microorganismes
rhizosphériques (bactéries, algues, champignons) produisent des exopolysaccharides (EPS)
qui constituent l'interface entre les cellules et leur environnement immédiat. Les EPS ont
une forte affinit¢ pour les surfaces minérales, ils contribuent ainsi a la stabilité des
microagrégats. Les EPS jouent également un role positif dans les phénomeénes de

régulation de la teneur en eau, notamment dans des conditions de stress hydrique.
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Les matériaux nanocomposites manufacturés

Les composés organo-minéraux intéressent fortement I’industrie des matériaux. Le
concept de matériau nanocomposite fait référence a la dispersion des charges minérales
dans une matrice polymére, au moins une des dimensions de la charge est de 1’ordre du

nanometre.

Les argiles ne sont utilisées comme charge pour les matériaux nanocomposites que
depuis 20 ans mais ce domaine est en trés forte expansion. Les argiles ont I’avantage de
posséder une surface spécifique €levée, une petite quantité d’argile correctement dispersée

présente une grande surface d’interaction avec la matrice.

Les nanocomposites présentent des propriétés renforcées par rapport a celles du
polymeére seul : augmentation du module, meilleure résistance thermique, augmentation
des propriétés de barriere, diminution de I’'inflammabilité¢, modification des propriétés
optiques ou augmentation du potentiel de recyclage. De plus, I'insertion de la charge
permet la diminution du prix du matériau. Les applications couvrent divers secteurs
industriels : 1’automobile (pare-chocs, réservoirs a essence, panneaux intérieurs et
extérieurs); la construction (profilés, panneaux); I’¢électrique et 1’¢lectronique (circuits

imprimés, composantes €lectriques); I’emballage alimentaire (conteneurs, films), etc.

Finalement, un grand intérét est porté sur les matériaux biodégradables issus des
sources renouvelables. Ils offrent en effet des alternatives écologiques et économiques
attrayantes : moins de dépendance des matieres issues du pétrole, biodégradation,
diminution des résidus polluants, etc. L utilisation des biopolymeéres présentent néanmoins
certains désavantages qui limitent leurs applications : faibles propriétés mécaniques, faible
résistance a la température et perméabilité aux gaz. L’utilisation des argiles pour renforcer
leurs propriétés est une solution envisageable dans la conception de matériaux composites

biocompatibles et biodégradables.
Dans ce contexte global, la recherche fondamentale est importante pour essayer de

mieux comprendre les interactions établies aux interfaces; cette theése présente une

stratégie de modélisation moléculaire pour explorer I’interaction argile — EPS.
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Ce rapport de these est composé par trois grandes parties :

La premiére partie concernera 1’étude bibliographique, elle a comme objectif de
situer le contexte de I’étude, elle sera composée par trois chapitres. Dans le chapitre 1
seront présentés 1I’importance des agrégats organo-minéraux dans le sol et les approches
expérimentales utilisées auparavant pour I’étude des associations
argile/exopolysaccharide ; le chapitre 2 introduira les matériaux nanocomposites
lamellaires a base d’argile et a base de biopolymeres ; et dans le chapitre 3 seront décrites

les propriétés des argiles et des exopolysaccharides considérés dans notre étude.

La deuxiéme partiec fera une description de la méthodologie adoptée pour les
simulations, c'est-a-dire, les conditions de simulation utilisées, la procédure pour générer

les structures ainsi que les propriétés évaluées. Cette partie correspond au chapitre 4.

La troisiéme partie sera composée des chapitres 5 et 6. Ces chapitres présenteront
I’analyse des deux aspects considérés : les facteurs structuraux des EPS responsables de
leur adsorption sur la surface basale de la montmorillonite et les phénomenes d’agrégation
et de rétention d’eau pour les complexes argile/EPS. Ces deux chapitres feront une analyse
complémentaire aux résultats présentés sur les publications, ces derniéres seront données

dans les annexes A et B.

Enfin, une conclusion générale ainsi que les références bibliographiques seront

présentées.
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Dans ce chapitre nous donnons une description du cadre général dans lequel se situent
nos travaux de recherche. A 1’échelle macroscopique, la fertilité des sols est dépendante de
relations établies a I’échelle microscopique entre la matiére organique et les particules
minérales [3]; ces relations sont une conséquence directe des interactions établies au
niveau moléculaire. Pour lier ces échelles, nous allons faire une description « top — down »,
c'est-a-dire, nous partirons de la description du Systeme macroscopique, ensuite nous
présenterons des travaux réalisés a I’échelle microscopique, pour finir avec I’approche au

niveau moléculaire. La figure 1.1 présente schématiquement cette description.

Le sol

-

Echelle

La rhizosphére .
macroscopique

J

Les microagrégats microbiens
(issus du sol rhizosphérique)

Les associations argile — EPS > E(.:he"e .
(systémes reconstitués a 1’état solide) microscopique

Les associations argile — EPS
(systémes reconstitués en solution)

/AN

Echelle

Les systémes EPS — argile ~ moléculaire

(étude par modélisation moléculaire)

Figure 1.1. Représentation schématique de la description « top — down » utilisée
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1. Travaux antérieurs

1.1. Lastructuration et la stabilité du sol

Figure 1.2. La rhizosphére

La rhizosphere est la région du sol autour des racines des plantes (Fig. 1.2). Le
terme rhizosphére a été introduit en 1904 par Lorenz Hiltner, bactériologiste de sols et
professeur d’agronomie, “rhizo” vient du grec “rhiza,” signifiant “racine” et “sphére” est le
champ d'action ou d'influence. Hiltner a décrit la rhizosphére comme étant 1’étroite partie
du sol, lieu d’une intense activité microbienne autour des racines des légumineuses. Par la
suite, cette définition a été étendue a toutes les plantes. Enfin, elle correspond non
seulement a 1’étroite zone (1-2 mm) a proximité immédiate de la surface racinaire, mais
aussi a la région de quelques centimetres de la racine, ou ont lieu les échanges d’eau et de
nutriments. La rhizosphére constitue ainsi un lieu d’échange entre le végétal et le minéral ;

c’est un milieu complexe aux multiples interactions [4].

Le sol est constitué¢ d’agrégats qui peuvent étre classés selon leur taille, en
macroagrégats (diametre > 250um) et microagrégats (diamétre < 250um) [5]. La
structuration et la stabilité de ces agrégats déterminent les propriétés mécaniques et

physiques du sol, ce sont deux facteurs déterminants pour la germination des graines et la
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croissance racinaire. La structure du sol est généralement décrite par un modele discontinu
de pores de diverses tailles et formes, ces pores sont plus au moins remplis d’eau et d’air
[6]. Plusieurs travaux ont mis en évidence le role agrégeant des différents composants
organiques du sol rhizosphérique [6-10]. Les résultats montrent que : (1) les racines et les
filaments mycéliens participent aux macroagrégats, et (2) les résidus organiques, les
bactéries, les polysaccharides participent aux microagrégats. La stabilité des agrégats est
fortement corrélée a la nature et a la teneur en matiére organique du sol (MOS) [5, 7, 11-
13]. Il est considéré que la MOS participe a la stabilisation des agrégats selon deux
mécanismes : (a) en augmentant la cohésion des agrégats en liant les particules minérales
entre elles, et (b) en diminuant la mouillabilité des agrégats [14]. Les racines des plantes
apportent de la MOS, soit directement par le matériel racinaire, soit indirectement par la

stimulation de 1’activité microbienne dans la rhizosphére.

Plusieurs niveaux d’organisation sont donc distingués : les macroagrégats, les
microagrégats et les associations argile — matiére organique (argile-MO) dont 1’échelle
caractéristique est inférieure a 2um, elles représentent les unités ¢lémentaires de la
structure du sol. Ces fractions sont obtenues expérimentalement par un fractionnement
granulo-densimétrique du sol (séparation selon la taille et la densité) [15]. Ces fractions
sont hétérogénes tant en composition qu’en organisation, elles peuvent étre visualisés
comme des agrégats d’argile entourant de trés petits débris végétaux, de microorganismes

ou de maticres organiques amorphes [15].

1.2. Les microorganismes rhizosphériques et la production d’EPS

Les microorganismes rhizosphériques (bactéries, algues, champignons) participent
a la structure du sol. La représentation schématique de leur habitat proposée par Chenu et
Stotzky est reportée dans la figure 1.3 [6]. Les relations établies entre les microorganismes
et les particules du sol sont multiples et synergiques : les particules minérales influencent
I’activité biologique et la survie des microorganismes, en partie grace a la géométrie des
pores et, par le contrdle des conditions physicochimiques locales (particulierement la
disponibilit¢ de I’eau et de 1’oxygene). Les microorganismes, a leur tour, modifient

I’arrangement des particules du sol (structure) ainsi que leur stabilité (agrégation) [6].
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La principale contribution des microorganismes rhizosphériques a I’agrégation est

associée a la production de secrétions extracellulaires [6, 9].

Ces secrétions sont un

mélange complexe de biopolymeres, comme les polysaccharides, les protéines, les acides

nucléiques et les lipides [16]. Selon Tsuneda et al., d’un point de vue physicochimique, les

secrétions extracellulaires qui recouvrent les surfaces cellulaires peuvent étre percues

comme des polyélectrolytes adsorbés sur des particules colloidales [17]. Dans le cadre de

notre travail, nous porterons notre attention aux exopolysaccharides (EPS) d’origine

bactérienne produits dans la rhizosphére ; nous arrivons ainsi au cceur de notre sujet

d’étude : il concerne les associations entre les EPS et les argiles minérales.

‘\‘

bactérie dans les
parois des pores
insaturés

filament mycélien dans
pores insaturés

Bl particles minérales leau

bactérie dans gels hydratés

bactérie dans
pores saturés

filament mycélien
dans pores saturés

2] matiere organique

B restes des plantes [l exopolysaccharides

Figure 1.3. Représentation schématique de I’habitat des microorganismes dans le sol [6]

1.3. Les approches expérimentales

De point de vue expérimental, plusieurs approches ont été utilisées pour explorer le

r6le des EPS dans le sol et leur association avec les surfaces minérales :
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a. D’observation des microagrégats microbiens issus du sol rhizosphérique,
I’inoculation de sols rhizosphériques avec des souches bactériennes
productrices d’EPS [18-25],
la soumission des souches aux conditions de stress hydrique [26, 27] ;

d. I’étude des systemes modeéles argile-EPS a 1’état solide [28-33], et en milieu

aqueux [34-42].

Les microagrégats bactériens issus du sol rhizospherique ont été observés par
microscopie électronique [6, 10, 20, 21, 43, 44], des exemples sont donnés dans la figure
1.4. Les EPS sont localisés autour des cellules, ils participent a la formation des agrégats
bactériens et constituent I’interface entre les microorganismes et leur environnement
immédiat, dont les argiles minérales [6, 44]. Les EPS se présentent sous forme de gels
hydratés, mais aussi sous la forme de capsules ou de fibres entrelacées, leur quantité a
proximité des microorganismes peut dépasser 1% (w/w) par rapport a la masse minérale

[28].

Particules
d’argile

Figure 1.4. Observation des microagrégats bactériens (a) issu du sol rhizospherique [6], (b)

microagrégat concernant le MWAP71, extrait du sol de la Martinique [43].
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L’inoculation d’un sol rhizosphérique avec des souches productrices d’EPS induit
une modification significative des propriétés physiques du sol : une augmentation de la
masse du sol adhérant aux racines par rapport a la masse du tissu racinaire (RAS/RT), une
augmentation de la taille et de la stabilité¢ des agrégats, et une modification de la porosité
du sol. Ces modifications permettent une meilleure adsorption des nutriments et de 1’eau
par les plantes et leur croissance est supérieure. Ces effets sont également constatés pour
les sols fortement salés, ce qui en général limite leur productivité dans la plupart des
régions arides et semi-arides [24, 25]. Diverses souches bactériennes et plusieurs types de
sol rhizosphérique ont été utilisés, on peut citer : I’inoculation des racines de tournesol par
une souche de Rhizobium sp. (productrice de YAS34) dans un sol frangais [18, 19];
I’inoculation des racines de blé par la souche Pantoea agglomerans (productrice de
NAS206) dans un vertisol marocain [20, 21], par une souche Paenibacillus polymyxa
(productrice de lévane) [22], par une souche Rhizobium sp. (productrice de KYGT207)
dans un sol algérien [23], ou par des autres souches comme |’Aeromonas
hydrophila/caviae (productrice de MAS765), Bacillus insolitus (productrice de MAS17), et
Bacillus sp. (productrice de MAS617, MAS620 et MAS820) dans des sols pakistanais [24,
25]. Les tableaux 1.1 et 1.2 reportent I’effet de I’inoculation des racines de blé par la
souche Pantoea agglomerans (NAS206) [20, 21]. La stabilité structurale est déterminée
par un test de désagrégation : les racines et leur sol adhérent sont placés dans un tamis
suspendu de pores de 0,2mm de diametre et immergés dans 200ml d’eau, ils sont ensuite
soumis a un mouvement rotatif pendant lh; le pourcentage d’agrégats stables a I’eau

(taille > 0,2mm) est ensuite estimé.

Sol RAS/RT Agrégats stables a MWD Macroporosité
Rhizosphérique (g/g) I’eau (%) (mm) Hg (mm’/ g)
Control 105+8 352+42 1,3+0,2 63+1
Inoculé NAS206 155+9 444 +2.5 1,6 £0,3 87 +1

Tableau 1.1. Effet de I’inoculation avec NAS206 sur les propriétés physiques du sol
rhizosphérique : masse du sol adhérant aux racines par rapport au tissu racinaire
(RAS/RT), proportion d’agrégats stables a 1’eau, diameétre moyen des agrégats (MWD) et
macroporosité (déterminée par porosimétrie au mercure, 6um < r < 40um). Les valeurs

sont données avec les déviations standard [20].
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Quand les souches bactériennes sont soumises a des conditions de stress hydrique
(faible teneur en eau), leur production d’EPS augmente. Par exemple, la quantit¢ du
polysaccharide NAS206 excrétée est la plus importante pour teneurs en eau les plus faibles
(tableau 1.2), quelle que soit la zone de la racine observée [21]. Le travail de Roberson et
Firestone [26] porte sur la culture de Pseudomonas sp., (isolé du sol rhizosphérique) dans
une matrice de sable. Comme illustré dans la figure 1.5, les cultures sous stress hydrique
produisent plus d’EPS et moins de protéine en comparaison a la culture de référence (haute
teneur en eau). La production d’EPS semblerait compenser la pénurie en eau. Par ailleurs,
I’EPS a intrinséquement la capacité de retenir plusieurs fois son poids en eau comme

illustré dans la figure 1.6 [26].

%H,0 (w/w), Quantité moyenne de NAS206 dans la microflore totale (%)

Potentiel (MPa) Racine Section basale | Section du milieu | Section de pointe

35, -0,05 344+8,7 | 49,5+11,6 8,6+29 5,1+£0,6
24, -0,20 44,1+ 6,9 63,2+9,9 23,6 £4,7 15,7+0,9
20, -0,55 71,0+9,2 80,7+9,9 45,2 £ 16,1 44,1 + 6,4

Tableau 1.2. Pourcentage moyen de production de NAS206, et distribution le long de la

racine de blé a différentes teneurs en eau (%) et potentiels hydriques (MPa) [21].

La reconstitution de systémes mod¢les a 1’état solide, argile — EPS ou sable — EPS
[26-33], a révélé que la présence d’EPS entraine : (1) une augmentation de la rétention
d’eau et une diminution des vitesses de dessication et de réhydratation; et (2) un
renforcement des propriétés mécaniques, par rapport aux argiles ou aux sables sans EPS.
Les figures 1.7 et 1.8 comparent le comportement du sable amend¢ par une culture de
Pseudomonas sp., a celui du sable seul [26]. La figure 1.7 illustre que la présence de I’EPS
induit une rétention d’eau plus importante a différents valeurs de potentiel hydrique, et la

figure 1.8 indique une diminution de la vitesse de dessiccation en présence de I’EPS [26].
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Figure 1.5. Production d’EPS et de protéine par Pseudomonas sp. pendant la dessiccation
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Figure 1.6. Teneur en eau de I’EPS pur (Pseudomonas sp.) a différents valeurs de potentiel

hydrique [26].
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Les travaux de Chenu et collaborateurs [27-33] portent sur des systemes modeles
¢laborées avec de I’argile (kaolinite, montmorillonite) ou du sable, et différents EPS
comme le xanthane, le scléroglucane et le dextrane; ils sont élaborés a partir de
suspensions argile-EPS centrifugées et séchées a I’air. L’influence positive des EPS sur la
rétention d’eau est expliquée par la combinaison de deux phénomenes : (a) la propriété de
rétention d’eau intrinséque aux EPS ; et (b) la modification de la microstructure des argiles
due a la présence de I’EPS, résultant en des espaces plus ouverts dans 1’organisation des
particules minérales [28, 31, 33]. Les observations des systémes kaolinite-xanthane,
kaolinite-scléroglucane et montmorillonite —scléroglucane sont donnés dans la figure 1.9

[28].

L’influence des EPS dans le renforcement des propriétés mécaniques des argiles est
illustrée dans la figure 1.10 qui reporte le comportement des systemes modéles kaolinite et
montmorillonite avec le scléroglucane. La présence de I’EPS augmente la fraction
d’agrégats stables a I’eau (de taille supérieure a 200um) et augmente le module de rupture
par rapport a ’argile seule [32]. Le complexe est visualisé par microscopie électronique
dans la figure 1.11 [6], on observe un réseau de fibres enchevétrées liant les particules
d’argile. Le renforcement des propriétés mécaniques est alors expliqué par un mécanisme
de pontage, les EPS jouent un role agrégeant, ils s’adsorbent sur les particules minérales et

les relient entre elles, formant ainsi un réseau organo-minéral [30, 32].
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Figure 1.9. Microstructure des associations argile — EPS, observées par Cryo-MEB
(microscopie électronique a balayage a basses températures) a potentiel hydrique -
0,0032 MPa [28].

(a) kaolinite pure.

(b) kaolinite — xanthane (teneur en EPS : 2,5% w/w argile).

(c) kaolinite — scléroglucane (teneur en EPS : 4% w/w argile).

(d) kaolinite — scléroglucane (teneur en EPS : 10% w/w argile).

(e) montmorillonite calcique — scléroglucane (teneur en EPS : 14% w/w argile).
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Figure 1.10. Fraction d’agrégats stables a I’eau et module de rupture en fonction de la

teneur en EPS pour les systémes modéle kaolinite-scléroglucane et montmorillonite-

scléroglucane [32].
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Figure 1.11. Systéme reconstitué kaolinite — scléroglucane : (a) Microscopie électronique a

balayage a basse température (cryo-MEB); (b) microscopie électronique a transmission

(MET) apres traitement avec l’argent (marquage de I’EPS); et (c) représentation

schématique de (b) [6].
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La dernieére approche reconstruit des systémes modeles argile — EPS en milieu
aqueux. Le role des EPS est évalué¢ de maniére indirecte par quantification de 1’adsorption
des EPS sur les surfaces d’argile, et de la floculation — coagulation de suspensions d’argile
induites par la présence des EPS [34, 36-41]. De mani¢re générale, 1’adsorption et la
floculation sont directement liées aux conditions expérimentales. Les facteurs
déterminants sont le pH, la force ionique du milieu, la nature du contre-ion (mono ou
divalent) et la nature de ’EPS (neutre ou chargé). L’adsorption des polymeéres neutres est
indépendante du pH et directement liée a la masse molaire, tandis que ’adsorption des
polyanions est favorable a pH acide, a haute force ionique et a la présence de cations
polyvalents dans le milieu. L’influence du pH joue sur deux aspects: (a) le caractere
amphotere des bords des feuillets d’argile, di a la présence de groupements Al-OH, et (b)
la dissociation des fonctions acides présentes dans I’EPS. Quelques exemples des

expériences réalisées sont donnés par la suite.

Les travaux de Labille et al. [34-36] concernent la déstabilisation d’une suspension
colloidale de montmorillonite induite par la présence de différents EPS. La capacité des
EPS a agréger les particules d’argile a été évaluée par diffractométrie laser. Les grandeurs
mesurées sont la taille des agrégats (D50) et la vitesse de leur formation (r), (cf. figure
1.12). L’argile utilisée est la montmorillonite sodique (Wyoming Na-MMT) et plusieurs
EPS sont considérés : le dextrane, le MWAP71, le RMDP17, le Rhamsane, le Xanthane, le
YAS34 et le succinoglycane. Dans les conditions expérimentales utilisées, i.e. suspension
aqueuse et avec agitation mécanique, la formation d’agrégats n’est observée que si un
¢lectrolyte (CaCly) est présent dans le milieu, il diminue la répulsion électrostatique entre
les particules minérales et permet leur coagulation. L’EPS est ensuite ajouté et la
floculation des particules minérales est induite [34, 36]. Ces deux phénomeénes de
coagulation et de floculation sont illustrés dans la figure 1.12. Par ailleurs, le point de
charge nulle (PZC) des bords de montmorillonite est compris entre pH 4 et 7. Comme
révélé sur la figure 1.13, la vitesse de floculation d’un EPS chargé comme le
succinoglycane n’est optimale qu’a pH acide, tandis qu’a pH basique son comportement
est proche de celui d’'un EPS neutre (ici le dextrane). Enfin, les valeurs de D50 et de r
mesurés pour les plusieurs EPS sembleraient étres corrélés a la taille de la molécule, a la
présence des charges et a leur localisation dans la structure de I’EPS. L’accessibilité des

sites acide (et donc leur disponibilit¢ pour interagir avec la surface minérale) est un
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parameétre particulierement important. En effet, ’interaction ionique est plus importante

quand les fonctions acides sont localisées sur la chaine latérale (succinoglycane et YAS34)

plutdt que sur la chaine principale (RMDP17 et rhamsane). En revanche, une diminution

de la floculation est observée quand la charge est portée sur une chaine latérale courte

(comme c’est le cas du MWAP71), ou quand la densité de charge des chaines latérales est

trop importante, c’est le cas du xanthane ou la floculation est défavorisée due aux

encombrements stériques [34].
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Figure 1.12. Evolution typique de la taille des agrégats en fonction du temps. D50c
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Figure 1.13. Comparaison des vitesses de floculation du succinoglycane et du dextrane, en

fonction du pH [34].

Tarchitzky et Chen [40] ont proposé¢ deux mécanismes de floculation de la
montmorillonite sodique en présence de 1’acide polyglucuronique : (1) réversion de charge,
et (2) hétérofloculation. Le premier mécanisme considere que les polyanions sont adsorbés
sur les sites positifs des bords de I’argile, en résulte une réversion de charge locale, la
floculation est alors induite grace aux interactions bord-bord et face-bord. Le second
mécanisme considére une distribution aléatoire de la molécule organique autour des
tactoides de montmorillonite, favorisant les interactions face-face [40]. Ici également, une
forte dépendance du pH est constatée, en relation au PZC de ’argile et au pKa de 1’acide

(de I’ordre de 3,2 pour I’acide polyglucuronique).

D’autres méthodes de quantification de 1’adsorption des EPS sur I’argile en milieu
aqueux ont été rapportées : (a) la méthode colorimétrique a I’anthrone, dans laquelle la
quantité d’EPS non adsorbée est déterminée par dosage colorimétrique des sucres (densité
optique) en mesurant la concentration du sucre dans la solution par rapport a des solutions
standard de glucose [38]; et (b) la quantification de carbone organique total (TOC), ou la
quantité d’EPS adsorbée est déterminée par la différence entre le TOC initial et celui qui
reste en solution [37]. La premiére méthode a été utilisée pour évaluer I’adsorption des
EPS neutres (le dextrane et le scléroglucane) et la deuxiéme pour 1’adsorption d’un EPS

anionique (le xanthane) sur les surfaces de kaolinite et smectites sodiques et calciques. Les
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résultats sont en concordance avec ceux reportés dans les exemples précédents, ils révelent
en outre une plus forte affinit¢é des EPS pour la montmorillonite par rapport a la kaolinite,
et aussi pour la montmorillonite sodique (Na-MMT) par rapport a la montmorillonite
calcique (Ca-MMT), cette tendance est illustrée sur la figure 1.14 en considérant I’exemple
du scléroglucane [38]. De plus, des données de diffraction des rayons X (XRD) indiquent
que la distance (001) reste inchangée, que I’EPS soit présent ou non, ceci indique que
I’interaction de I’EPS avec le minéral se fait seulement sur les surfaces externes de 1’argile,
ceci est illustré de maniere schématique sur la figure 1.15 [38]. Cette dernicre
représentation est en accord avec le mécanisme d’hétérofloculation proposé par Tarchitzky
et Chen [40], il est valide au moins pour les EPS neutres et pour les EPS anioniques a
faible pH. Etant donné que I’interaction entre I’EPS et 1’argile est de basse énergie (i.e.
forces de van der Waals et liaisons hydrogene), 1’adsorption devient plus efficace quand de
nombreuses interactions sont établies entre I’EPS et la surface minérale, d’ou I’'importance

de la surface spécifique de I’argile [37].
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Figure 1.14. Isothermes d’adsorption du scléroglucane sur les surfaces de kaolinite

et montmorillonite [38].
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Figure 1.15. Représentation schématique de I’effet des EPS dans 1’arrangement des

paquets d’argile [38].

37



1. Travaux antérieurs

38



2. Matériaux polymeres nanocomposites

2. MATERIAUX POLYMERES NANOCOMPOSITES

39



2. Matériaux polymeres nanocomposites

40



2. Matériaux polymeres nanocomposites

Les matériaux polyméres nanocomposites sont fabriqués pour diverses applications
commerciales et industrielles, telles que les marchandises sportives, les composants
¢lectriques et ¢électroniques, I’emballage alimentaire, etc. Le terme composite fait référence
au renforcement de la matrice polymére par I’insertion d’un matériau de remplissage,
dénommé « charge », souvent d’origine minérale. Le terme «nano» correspond a
I’utilisation de charges, pour lesquelles au moins une des dimensions est de 1’ordre du
nanometre. Cependant, le produit final n’est pas forcement de taille nanométrique, il peut
étre de ’ordre du micro- ou du macroscopique [45]. Leur développement s’est accentué
depuis une vingtaine d’années. Les avancements du domaine de la « nanotechnologie » ont
été favorisés par 1’accompagnement des techniques de caractérisation comme la
microscopie électronique et la microscopie a effet tunnel, mises en place pendant les
années 80. De méme, I’évolution du calcul scientifique pendant ces années, a favorisé¢
I’étude et la prédiction de leurs propriétés d’un point de vue théorique, ces techniques

concernent par exemple la modélisation moléculaire [46, 47].

L’action de renforcement par les charges nanométriques est favorisée par leur
grande surface spécifique, c’est-a-dire une large surface par unité de volume, ce qui induit
une interaction avec la matrice polymere plus grande. Les composites sont classés, d’une
manicre générale, en trois types selon la géométrie de la charge utilisée. Ils sont : (a)
particulaires, (b) fibreux ou (c) lamellaires. Ces différentes géométries sont illustrées dans
la figure 2.1. Des exemples de charges sont : (a) les nanoparticules de noir de carbone et de
silice, (b) les nanotubes de carbone ou les nanofibres (p. ex. fibres de cellulose), et (c) des

lamelles de graphite et d’argiles [45].
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Particules Fibres Lamelles

&

Figure 2.1. Géométries des charges utilisées pour renforcer les matériaux nanocomposites.

| est la longueur, t 1I’épaisseur et r le rayon.

2.1. Les Nanocomposites lamellaires a base d’argile

Le premier composite de ce type a ¢té un hybride de Nylon-6 et de
montmorillonite, il a été concu au début des années 90 par les laboratoires de recherches de
Toyota au Japon. L’introduction de la montmorillonite, méme a une faible quantité, produit
une amélioration importante des propriétés thermiques et mécaniques (voir le tableau 2.1
[48]). Depuis, un grand effort a été consacré en recherche et développement sur ce type de

matériaux [45, 49-51]. Ici, nous ne ferons qu’une bréve description de leurs principales

caractéristiques.
Propriété Nylon-6 Nylon-
6/montmorillonite

Résistance a la traction (MPa) a23°C 68,8 97,2

a 120°C 26,6 32,3
Module d’Young (GPa) a23°C 1,11 1,87

a 120°C 0,19 0,61
Température de déflection a la chaleur (°C) a 1,82MPa 65 152
Vitesse d’absorption d’eau (%w/w) 1 jour a 23°C 0,87 0,51

Tableau 2.1. Comparaison des propriétés pour le Nylon-6 et du composite Nylon-

6/montmorillonite, pour une teneur en argile de 5% (w/w).
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L’insertion des argiles dans les matrices polymeres induit [50]:
- un renforcement des propriétés mécaniques

- une meilleure résistance thermique

- une modification des propriétés optiques

- l’augmentation des propriétés de barriére

- une diminution du prix du matériau

- ’augmentation de la biodégradabilité ou du potentiel de recyclage du matériau

Les propriétés des composites dépendent non seulement des caractéristiques
individuelles de leurs composants (charge et matrice polymere), mais €galement de leur
morphologie et des interactions établies aux interfaces. Selon la procédure utilisée pour
leur préparation, des différences significatives peuvent étre obtenues sur les propriétés du
matériau final. Par exemple, la figure 2.2 illustre, de maniére schématique, trois types
principaux de composites lamellaires : (1) composite de phases séparees, obtenu quand le
polymere ne peut pas s’intercaler (ou pénétrer) entre les feuillets d’argile, ses propriétés
sont celles des microcomposites ou des composites conventionnels ; (2) une structure
intercalée, obtenue quand une chaine polymeére peut pénétrer entre les feuillets d’argile,
résultant en une morphologie des couches alternées polymeére/feuillet ; et (3) une structure
exfoliée, présente quand les feuillets se trouvent séparées et plus au moins uniformément
dispersées dans la matrice polymére [50]. La figure 2.3 présente un exemple de
nanocomposites polystyréne/montmorillonite. Ces images, obtenues par microscopie
¢lectronique a transmission, montrent différentes structures : (a) intercalée [52], et (b)

exfoliée [53].
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= Z R
— B il'"\d‘. ] é 1
— / Sy ¢k \ﬁl 31 P
L:'l-:;_,__”_‘] ;\:"ll__J
Argile Polvime
(structure lamellaire) olymere

1 — Phase sépareée 2 — Intercalé 3 — Exfolié
(microcomposite) (nanocomposite) (nanocomposite)

Figure 2.2. Schéma des structures obtenues par mélange des argiles et polymeres.

Figure 2.3. Images de MET de composites polystyréne/montmorillonite : (a) structure
intercalée [52], et (b) structure exfoliée [53].
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Les argiles les plus utilisées sont les smectites, dont la montmorillonite, la hectorite
et la saponite font partie. Leur formule chimique est présentée dans le tableau 3.2. (section
3.1.2.1). La hectorite présente une viscosité importante et elle est transparente en solution.
Néanmoins, la montmorillonite est la plus utilisée pour la fabrication de composites
polymeres, grace a sa haute surface spécifique et sa réactivité [45]. La taille de 1’espace
basal est de 1’ordre de 12 a 17 A pour les smectites, par rapport a 10 A pour Iillite ; de 9 a
14 A pour la vermiculite et de 7 A pour la kaolinite. Cette caractéristique peut favoriser

I’insertion de molécules organiques entre les feuillets [45].

La dispersion des charges d’argile dans la matrice polymere pose malheureusement des
difficultés expérimentales, a cause de I’incompatibilité des caractéres hydrophile et

hydrophobe des argiles et des polymeéres, respectivement.

Une stratégie pour rendre ’argile compatible avec la matrice polymere est de modifier
sa surface en utilisant des agents tensioactifs. Il s’agit d’échanger les cations naturellement
présents dans 1’espace interfoliaire de 1’argile par des cations d'alkylammonium ou
d'alkylphosphonium. Ces derniers peuvent étre des cations primaires, secondaires, tertiaires
ou quaternaires et de préférence possédant de longues chaines alkyliques. Les argiles ainsi
modifiées sont dénommées des organoargiles (en anglais, « organoclays» ou
« organosilicates »). La présence de ces cations organiques diminue 1’énergie de surface
des feuillets et améliore les caractéristiques de mouillabilité par la matrice polymeére ; ils

conduisent également a une plus grande distance interfoliaire [49].

2.2. Les méthodes de préparation

Les trois méthodes principales d’élaboration des nanocomposites argile — polymere

sont :
a) L’exfoliation — adsorption : cette méthode utilise un solvant dans lequel le

polymere est soluble et I’argile est gonflable. D’abord, I’argile est dispersée dans le

solvant (par exemple I’eau, 1’acétone, le chloroforme ou le tolu¢ne). Le polymere est
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ensuite mélangé, il s’adsorbe sur les feuillets et reste « piégé » entre les feuillets quand le

solvant est évapor¢.

b) La polymérisation intercalaire in situ : dans cette méthode, 1’argile est gonflée
avec le monomere en solution; la polymérisation est donc réalisée dans [’espace
interfoliaire. Cette réaction de polymérisation peut étre initialisée soit par chauffage ou par
un rayonnement, soit par la diffusion d'un initiateur organique ou d’un catalyseur

préalablement fixé (pendant I'échange cationique et avant 1'étape de gonflement) [49].

c) L’intercalation a I’état fondu : dans cette technique, 1’argile est mélangée avec la
matrice polymeére a 1’état fondu. Il s’agit d’une méthode bien adaptée pour les polymeres
thermoplastiques, dans laquelle les composants sont mixés par une action mécanique
comme ’extrusion ou le moulage par injection a haute température [45]. Cette méthode a
plusieurs avantages : I’absence d’utilisation de solvants organiques, la compatibilité avec
les procédés industriels, et la possibilité de traiter des polymeéres inadaptés aux deux

techniques précédentes [54].

Le tableau 2.2 récapitule les avantages et désavantages de chaque méthode, il
donne également quelques exemples de polyméres utilisés pour [’obtention de
nanocomposites avec la montmorillonite. Les abréviations utilisées sont : N6 (Nylon-6);
PP (polypropyléne); PE (polyéthyléne); PS (polystyréne); PCL (poly(e-caprolactone));
PET (polyéthyléne téréphtalate); BADGE (bisphenol A diglycidyl éther); PU
(polyuréthane); PC (polycarbonate); PDS (poly(diméthylsiloxane)); PEHD (polyéthyléne a
haute densité); PPV (poly(p-phényléne vinyléne)); PMMA (poly(méthyle méthacrylate));
BAN (copolymere butadiéne-acrylonitrile) ; PDMS (poly(dimethylsiloxane)).
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De préférence pour les
polyméres solubles dans 1’eau
ou dans certains solvants
organiques.

Approprié pour les polymeéres
non solubles ou trés peu
solubles.

M¢éthode bien adaptée pour
les polyméres
thermodurcissables.

Aucun dissolvant n'est exigé.

Les nanocomposites peuvent
étre traités avec la
technologie conventionnelle
d'extrusion et de moulage.

Le solvant compatible avec le
polymére et avec 1’argile n'est
pas toujours disponible.

Utilisation de grandes
quantités de solvant.

L'exfoliation de I’argile
dépend du taux de gonflement
et de la vitesse de diffusion
des monomeéres dans 1’espace
interfoliaire.

L'oligomére peut se former
avant de compléter la réaction
de polymérisation.

Pénétration lente du polymeére
dans I’espace interfoliaire.

Thermoplastiques :

PS [55]

PEHD [56]

PPV [57]

PMMA [58],

PP [59]

Elastomére:BAN [60]
Thermodurcissable: PU [61]

Thermoplastiques :
N6 [62, 63]

PP [64, 65]

PE [66, 67]

PS [52, 53]

PCL [68]

PET [69]
Thermodurcissables:
BADGE [70]

PU [71, 72]

Thermoplastiques :

N6 [62, 73]

PP [64, 74]

PE [75, 76]

PS [77, 78]

PC [79]

Elastomére: PDMS [80]
Thermodurcissable: PU [81]

Tableau 2.2. Méthodes de préparation des nanocomposites polymeres avec la montmorillonite.
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2.3. Les nanocomposites a base de biopolyméres « bio-

nanocomposites »

L’utilisation des matiéres plastiques a connu une grande expansion a la fin du 20°™
siecle, a I’heure actuelle, leur production correspond a plus de 200 millions de tonnes par
an [82]. Les polymeres de synthése ont remplacé les métaux, les verres, les céramiques et
le bois dans diverses applications. Récemment, une bonne partie de la production (40%)
est utilisée pour I’emballage, presque la moitié dans le secteur alimentaire [83]. Ces
matieres plastiques sont principalement produites a partir des combustibles fossiles. Une
fois utilisées, elles sont jetées dans l'environnement, générant une quantité¢ importante de
déchets difficilement assimilables dans la nature. De méme, leur incinération génere du gaz
carbonique, et dans certains cas, des gaz toxiques. Ceci pose des sérieux problémes pour
I’environnement. Les « biopolymeéres », qui sont des polymeéres d’origine naturelle,
représentent donc une alternative aux polymeéres de synthése. Ils présentent des propriétés
intéressantes pour la conception de nouveaux matériaux : ils sont multifonctionnels,
biodégradables et biocompatibles [84]. Les biopolymeéres sont particuliérement intéressants
économiquement car ils apportent I’indépendance par rapport aux matieres premieres
issues de combustibles fossiles, mais aussi pour I’environnement grace a leur
biodégradabilité¢ et a la diminution des résidus polluants. Cependant, les biopolymeéres
présentent de faibles propriétés mécaniques et thermiques, ils sont sensibles a 1’eau et

perméables aux gaz, ce qui limite leur utilisation dans nombreuses applications.

La recherche sur ce type de composites est relativement récente, mais elle ouvre de
nouvelles applications des biopolyméres. Les biomatériaux sont utilisés dans le domaine
médical et pharmaceutique, grace a leur biocompatibilité¢ ; des polysaccharides, par
exemple, sont utilisés dans la réalisation des implants et des membranes et pour
I’ingénierie tissulaire [84]. Un potentiel important est aussi envisagé dans 1’¢laboration des
emballages alimentaires, néanmoins, des bonnes propriétés mécaniques sont requises.

L’ajout des nano-charges d’argile est donc un atout pour 1’¢largissement des applications.

Les biopolymeres envisageables pour 1’¢laboration de nanocomposites sont

principalement des polyesters et des polysaccharides, la montmorillonite est I’argile la plus
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utilisée (soit sous forme de montmorillonite sodique ou d’organo-argile). Quelques

exemples de biopolymeres utilisés jusqu’a présent sont:

- l'acide polylactique (PLA) [85-90];

- le polyhydroxy butyrate (PHB) [91] ;
- I’amidon [82, 92-95];

- le chitosane [96-98] ;

- T’acétate de cellulose [99, 100] ;

- la gélatine [101, 102] ;

- T’huile de soja [103].

Dans tous les cas, la présence de I’argile induit I’augmentation de la stabilité thermique
du biopolymere et un renforcement de ses propriétés mécaniques (augmentation de module
de Young et de la dureté¢). De plus, une augmentation des propriétés de barriére est
généralement observée (diminution de la perméabilité aux gaz et de 1’adsorption d’eau).
Trois exemples de bioplastiques obtenus a partir de ce type de composites sont présentés
dans les figures 2.4, 2.5 et 2.6. Les nanocomposites a base de PLA, PHB, d’amidon,
d’huile de soja et d’acétate de cellulose sont potentiellement utilisables dans le domaine de
I’emballage [83, 92, 99, 104]. Dans le cas du chitosane et de la gélatine, les applications

sont plutot envisagés dans le domaine médical [82, 101].

Dans ce contexte des composites a base d’argile et de polysaccharides, I’étude des

détails moléculaires de leur interaction est particuliérement intéressante.
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Figure 2.4. Films a base d’amidon, aprés 8 heures dans 1’eau : (a) amidon plastifi¢

et (b) amidon plastifié renforcé avec 1’argile [82].

Figure 2.5. Sac d’un nanocomposite a base d’amidon et montmorillonite, rempli

d’eau pendant 3 semaines [95].
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Figure 2.6. Film obtenu a partir d’huile de soja (ESO) avec une organoargile (octadodecyl
montmorillonite). Ce film est flexible et possede de bonnes propriétés mécaniques,

caractéristiques impossibles a obtenir sans argile [103].
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3.1. Description et propriétés des argiles

Les minéraux représentent environ 45% de la masse du sol [105]. La dénomination
« argile minérale » correspond a des silicates de taille inférieure a 2 pm, généralement

produits par la désagrégation chimique de roches de silicate a la surface de la terre.

3.1.1. Structure lamellaire

Les argiles appartiennent a la famille des phyllosilicates. Ils présentent une
structure lamellaire, dont 1’élément de base est le feuillet. Les feuillets sont constitués de
couches tétraédriques (T) et octaédriques (O). La couche T est constituée par des tétra¢dres
de [SiO4]* (figure 3.1(a)), dans lesquels 1’atome de silicium est entouré de quatre atomes
d’oxygene. Les tétraédres se combinent en partageant trois atomes d’oxygene, dits
« basaux », et forment une maille hexagonale (figure 3.1(b)). Les atomes d’oxygene non

partagés, dits « apicaux », pointent tous dans la méme direction [106].

(a) (b)

couche tetragdrigue

tétragdre
Silicium-
Cryg&ne

O i Owygéne o ®  Silicium

Figure 3.1. (a) Site tétraédrique isolé et assemblage de plusieurs sites tétraédriques ;

(b) projection d’un assemblage de sites T mettant en évidence la maille hexagonale.

La couche O est constituée d’octaédres [AlO3;(OH);]” (figure 3.2), dans lesquels un
atome central d’aluminium est li¢ aux atomes d’oxygeéne et aux groupements hydroxyles
situés aux sommets de la structure. Cette configuration permet 1’insertion de gros cations
comme par exemple le Mg®", ou le Fe*"/Fe’". L’occupation des sites octaédriques est

binaire, si tous les sites sont occupés, la structure sera classée dans la catégorie des argiles
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trioctaédriques. Si cette condition n’est pas remplie, il y aura un site vacant pour deux

occupés, dans ce cas, 1’argile entre dans la catégorie des argiles dioctaédriques [106].

octaddre couche octagdrigue

Aluminium-
Owygénel [«
Hydroxyle j

i

-.;-.._-—_r.‘h.--.._ )

NG

i o Hydroxyle @ Aluminium, Magnésium..

Figure 3.2. Site octaédrique isolé et assemblage de plusieurs sites octaédriques

Une couche octaédrique est constituée de deux plans d’ion OH (ou O%), ils
s’agencent avec une couche tétraé¢drique et constituent des feuillets. Les assemblages les
plus courants sont :

-TO ou 1:1, ou un feuillet est constitué d’une couche T et d’une couche O.
- TOT ou 2:1, ou un feuillet est constitué d’une couche O prise en sandwich entre deux
couches T.

Ces assemblages sont représentés de maniére schématique dans la figure 3.3.

(a) argiles 1:1 (b) argiles 2:1
AVAVAVAVAVAVAVERS L TN
Couche O Couche O
AVAVAVAVAVAVAROWONS: AVAVAVAVAVAVAR SR

JAVAVAVAVAVAVA i

JAVAVAVAVAVAVA i '

Figure 3.3. Représentation schématique de I’assemblage des phyllosilicates (a) TO ou 1:1 ;
et (b) TOT ou 2:1.
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Des substitutions ioniques isomorphiques ont souvent lieu. Par exemple, des
cations Si*" peuvent étre substitués par des AI’" ou Fe*" dans la couche tétraédrique et les
cations AI’" peuvent étre substitués par des cations Mg”™ ou Fe’" dans la couche
octaédrique. La charge négative n’est pas précisément localisée dans le feuillet, elle doit
donc plutot étre considérée comme une moyenne répartie sur le cristal entier. Le déficit de
charge positive dans les feuillets, caus¢ par ces substitutions est compensé par des cations
localisés entre les feuillets (dans 1’espace interfoliaire). Les cations peuvent étre des
métaux alcalins ou alcalinoterreux. Ces cations sont échangeables et peuvent étre hydratés,
en conséquence, les argiles possedent capacité d’échange cationique (CEC) et une facilité a
gonfler en présence d’eau. La CEC est souvent exprimée en milli-équivalents par gramme
d’argile (meq/g), et correspond a la quantité de cations échangeables retenue dans 1’espace

interfoliaire.

3.1.2. Classification et applications

Différents modes de classification des phyllosilicates existent. La stcechiométrie du
feuillet, sa charge, ou encore le type de matériel dans I’espace interfoliaire sont autant de
criteres utilisés pour classer les argiles. Le tableau 3.1 donne la classification des
phyllosilicates planaires hydratés du comité sur la nomenclature de la société des argiles

minérales [107].

Les argiles exhibent des facteurs de forme trés élevés, une particule seule présente
typiquement des dimensions latérales comprises entre 10° et 10° A et une épaisseur
d’environ 10 A. Leur caractére colloidal et leur facteur de forme important leur conférent
des propriétés particulicres. Les argiles sont utilisées dans plusieurs domaines industriels,
par exemple le pétrolier, I’agrochimie, la cosmétique, ainsi que dans le stockage de déchets

toxiques et radioactifs.

Les propriétés varient selon le type d’argile. Les kaolinites, par exemple, sont
dépourvues de cations échangeables dans 1’espace interfoliaire et I’eau a beaucoup de mal
a s’engager entre les feuillets. En conséquence, ces argiles ne gonflent que faiblement. En
revanche, la structure des smectites et vermiculites permet I’insertion des cations

échangeables et de molécules d’eau, elles font partie des argiles dites « gonflantes ». Une
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attention spéciale a ¢ét¢ donnée aux smectites pour les applications industrielles. Il faut
noter que, malgré leur habilit¢é a gonfler et leur capacit¢ d’échange cationique, les
vermiculites sont souvent associées a I’amiante, ce qui limite leur utilisation : 'amiante a
été, en effet, classée cancérigene pour 'homme, au cours de la conférence du Centre

International de Recherche sur le Cancer (CIRC) en décembre 1976 [108].

58



3. Composants du systeme : Argile et EPS

1:1

2:1

Aucun
ou H,O seulement

Aucun

Cations échangeables
hydratés

Cations échangeables
hydratés

Cations monovalents
non hydratés

Cations divalents
non hydratés

Couche hydroxyde

~0

0,2-0,6

06-09

06-1,0

1,8-2,0

variable

Serpentine -
Kaolinite

Talc-
pyrophyllite

Smectite
Vermiculite
Mica vrai
(flexible)

Mica fragile

Chlorite

Trioctaédrique

Dioctaédrique
Di-trioctaédrique

Trioctaédrique
Dioctaédrique

Trioctaédrique
Dioctaédrique

Trioctaédrique
Dioctaédrique

Trioctaédrique
Dioctaédrique

Trioctaédrique
Dioctaédrique

Trioctaédrique
Dioctaédrique
Di-trioctaédrique

Lizardite, berthierine, amesite, cronstedtite,

nepouite, kellyite, fraipontite, brindleyite
Kaolinite, dickite, nacrite, halloysite
Odinite

Talc, willemseite, kerolite, pimelite

Pyrophyllite, ferripyrophyllite

Saponite, hectorite, sauconite, stevensite, swinefordite
Montmorillonite, beidellite, nontronite, volkonskoite

Vermiculite trioctaédrique
Vermiculite dioctaédrique

Biotite, phlogopite, lepidolite
Muscovite, illite, glauconite, celadonite, paragonite

Clintonite, kinoshitalite, bityite, anandite
Margarite

Clinochlore, chamosite, pennantite, nimite, baileychlore
Donbassite
Cookeite, sudoite

Tableau 3.1. Classification des phyllosilicates planaires hydratés. La charge correspond a la charge nette du feuillet par unité [107].
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3.1.2.1. La montmorillonite

La structure cristalline des smectites correspond a un empilement 2:1, comme

illustré dans la figure 3.4 [50]. Typiquement, ils possedent une charge de maille comprise

entre 0,2 et 0,6 et leur distance inter-feuillet est comprise entre 12,4 et 17 A Les

substitutions isomorphiques ont lieu principalement dans la couche octaédrique. En

fonction de ces substitutions, plusieurs structures peuvent étre obtenues, les plus courantes

sont présentes dans le tableau 3.2 [50]. La charge négative est compensée par des cations

échangeables hydratés dans 1’espace interfoliaire (représentés par M).

Distance inter-feuillet

Cations échangeable

«— Tétraédrique

® i =
S

O Al, Fe, Mg, Li

o OH

Figure 3.4. Structure cristalline d’une argile de type smectite (2:1)

Groupe Type de formule chimique
Montmorillonite My (AlsxMgy)SigO20(OH)4
Hectorite My (Mg xLix)SigO20(OH)4

Saponite MMge(SigxAlx)O20(OH)4

Tableau 3.2. Structure chimique des smectites. M correspond au cation monovalent et X au

degré de substitution.
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Parmi les smectites, la montmorillonite a été choisie dans notre étude comme

modele de surface minérale. Ce choix sera justifi¢ dans la section 4.3.1.

3.1.2.2. Niveaux d’organisation

Suite a la description de la structure de maille cristalline (figure 3.4). Une notion

d’organisation multi-échelle est présentée sur la figure 3.5.

Feuillet Particule primaire Agrégat
e=1nm e=84a10nm @del1a30um
g
<
S
N
/
§ == (SN
4\

Figure 3.5. Structure multi-échelle de la montmorillonite. E représente 1’épaisseur

du feuillet, @ le diamétre moyen de 1’agrégat.

a) lefeuillet :

Le feuillet consiste en la répétition de la maille cristalline dans les directions x et y.
Sa forme est assimilable a une plaquette ou a un disque, il posseéde des dimensions latérales
variables entre 400 et 700 nm et son épaisseur est proche du nanomeétre. Ces dimensions
anisotropes conferent aux feuillets un facteur de forme de 10 — 1000 et une surface
spécifique de I’ordre de 600 a 800 m*/g. Les plaquettes sont considérées comme souples et

relativement déformables.
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b) La particule primaire :

La particule primaire est constituée de cinq a dix feuillets empilés, maintenus entre
eux par des forces électrostatiques attractives entre les ions échangeables et les feuillets. La
taille de cette particule primaire est généralement comprise entre 8 et 10 nm et reste
constante quelle que soit la distance interfoliaire. Ainsi, lors du gonflement de la
montmorillonite en milieu aqueux, la distance interfoliaire augmente mais la particule
primaire comporte moins de feuillets [109, 110]. Dans I’espace interfoliaire, les cations
échangeables sont généralement des ions Na™ ou Ca®’, d’ou le qualificatif courant de
montmorillonite sodique ou calcique. De plus, les substitutions isomorphiques ont lieu
principalement dans la couche octaédrique. Ce type de localisation des charges empéche la
superposition des cavités hexagonales de deux feuillets tétraé¢driques adjacents, ce qui crée
un arrangement de type turbostratique « ou zigzag » des feuillets au sein de la particule
primaire, ¢’est-a-dire les feuillets présentent un désordre dans le plan (X,y) mais sont tous

perpendiculaires a la direction z [111].

c) L’agrégat:

L’ensemble de particules primaires constitue un agrégat, c’est le niveau supérieur
d’organisation. La montmorillonite se présente sous la forme d’une poudre fine apres
séchage [110]. Le diametre moyen de I’agrégat est de I’ordre du micrometre (de 1 a 30

um). Dans les agrégats les particules ne sont pas orientées comme illustré la figure 3.5.

3.1.2.3. Hydratation, gonflement

La présence des cations hydratables dans 1’espace interfoliaire favorise 1’absorption
d’eau dans la structure de la montmorillonite. La nature du cation échangeable (taille et
charge) a une influence directe sur la quantité d’eau adsorbée. L ordre d’hydratation est le
suivant : Mg* > Ca®" > Li" > Na"> K" [112, 113]. Le potassium est un cas particulier, car
sa taille coincide avec la dimension des cavités a la surface du feuillet, il se trouve
«piégé » entre les feuillets, devenant ainsi moins hydratable et moins facilement
échangeable. La flexibilité des feuillets permet de créer des pores au sein des feuillets, des

particules et des agrégats, elle favorise 1’hydratation de la montmorillonite par capillarité.

62



3. Composants du systeme : Argile et EPS

La figure 3.6 donne une représentation schématique des différentes porosités a différentes

échelles [114].

La description du gonflement des matériaux argileux est basée sur les observations
expérimentales de Norrish [115]. On distingue deux étapes du gonflement: (1) le

gonflement intra-cristallin initial, suivi du (2) gonflement osmotique.

Le gonflement intra-cristallin correspond a la pénétration des molécules d’eau dans
I’espace interfoliaire, il est également dénommé gonflement en présence de vapeur d’eau.
Ce type de gonflement se produit dans des conditions de faible teneur en eau et peut
entrainer une augmentation de la distance interfoliaire, jusqu’a 20 A. A I’état sec, la
cohésion des empilements de feuillets est assurée par un équilibre entre les forces
d’attraction de Van der Waals et les forces électrostatiques entre les feuillets chargés
négativement et les cations. En présence d’eau, I’énergie d’hydratation des cations permet
de rompre I’équilibre. En conséquence, la cohésion entre les feuillets est diminuée, de

méme que les forces d’attraction entre les cations et les feuillets sont affaiblies.

S=-4\-

_.— ’
—
e
Nanopores : Micropores : Mésopores :
Porosité inter-feuillets Porosité inter-particules Porosité inter-agrégats

Figure 3.6. Représentation schématique de plusieurs porosités, selon le niveau

d’organisation.

63



3. Composants du systeme : Argile et EPS

Le gonflement osmotique correspond a une ouverture beaucoup plus importante de
I’espace interfoliaire, il est aussi appelé gonflement macroscopique ou libre. Le gonflement
osmotique suit le gonflement intra-cristallin, il apparait aux teneurs en eau plus élevées. Ce
stade de gonflement correspond a une hydratation poussée des cations échangeables (3 — 5
couches d’eau), c’est-a-dire lorsque 1’espace interfoliaire est assez ouvert pour laisser
pénétrer les ions de la solution. Au-dela de la deuxiéme couche d’eau adsorbée a la surface
d’un feuillet, I’eau perd ses propriétés d’eau « liée » et devient de 1’eau « libre ». Les
cations échangeables gagnent en mobilité et se distribuent autour de la surface chargée
résultant dans ce qu’on appelle une double couche diffuse [116]. Lorsque la teneur en eau
est encore plus importante, les feuillets sont complétement dispersés dans la solution, on

parle alors de dispersion ou de suspension de la montmorillonite en phase aqueuse.

3.1.2.4. Comportement en milieu aqueux

Comme il a été signalé dans la section précédente, en milieu aqueux les cations
échangeables se distribuent par rapport a la surface minérale. La concentration des ions est
¢levée a proximité de la surface et décroit avec la distance. Lorsque deux surfaces chargées
se rapprochent, leurs nuages de contre-ions interférent et il en résulte une force répulsive
de double couche. Les argiles de méme charge se repoussent et adoptent un état dispersé.
Lorsque la force ionique est suffisamment importante, la répulsion de double couche
diminue entrainant 1’agrégation des particules. Nous parlerons ici de deux concepts

fondamentaux : la coagulation et la floculation.

La coagulation est un phénoméne d’agrégation se produisant entre plusicurs
particules de méme charge lorsqu’un sel est ajouté dans la suspension. L’écrantage des
répulsions électrostatiques (par augmentation de la force ionique du milieu) rends possible
I’attraction entre particules. Les particules se collent entre elles, elles forment des agrégats

qui décantent.

La floculation est le phénomeéne physico-chimique au cours duquel les argiles en

suspension s'agrégent en flocons qui sédimentent, ce qui détruit la stabilité de la solution.
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La montmorillonite forme des gels physiques dans 1’eau a des tres faibles
pourcentages volumiques, du fait de son facteur de forme exceptionnel et des interactions
spécifiques entre les particules en suspension. Ce qui leur confére des propriétés
rhéologiques particulieres. La stabilité des gels dans I’eau et leur rigidité sont affectées par

la concentration, le pH, la force ionique du milieu et la température [109].

Plusieurs modeles décrivent 1’agrégation des particules minérales. Le
comportement de la montmorillonite est particulierement complexe. Nous présenterons par

la suite un exemple de modele d’association proposé dans la littérature.

Pour une concentration en particules faible, c’est-a-dire en suspension diluée, la
montmorillonite se présente sous forme de feuillets individuels. Cet état stable est expliqué
par ’absence d’interaction entre les particules car les doubles couches des feuillets se
repoussent [117]. Pour une concentration plus importante en montmorillonite, par exemple
de I’ordre de 3% en masse pour une montmorillonite sodique, la floculation des feuillets et
des particules primaires peut entrainer la formation d’un « gel tridimensionnel ». Trois
modeles d’association de feuillets ont été proposés par Van Olphen pour expliquer la
formation de ce gel [118]. Ces mod¢les sont représentés de manic¢re schématique dans la

figure 3.7 [110].

Agrégation Agrégation Agrégation
face a face bord / face bord / bord

2
TeEY

Figure 3.7. Représentation schématique des modes d’association supposés pour les feuillets

Dispersion

de montmorillonite en suspension.
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La structure et un comportement type « gel » peuvent &étre obtenus lorsque les
associations entre les feuillets sont de type « bord/face » et « bord/bord ». Ces types
d’associations sont possibles grace au caractére amphotére des feuillets. Suivant les
conditions de pH, les bords des feuillets et les faces présentent des polarités opposées ou

similaires, ils développent donc des forces attractives ou répulsives.

D’autres modeles d’association sont proposés dans la littérature pour essayer
d’expliquer le comportement rhéologique de la montmorillonite. Néanmoins, ils ne font
pas 'unanimité. D’ailleurs, la relation entre les propriétés rhéologiques et les structures
hypothétiques n’a pas été clairement établie a I’heure actuelle. Nous ne rentrerons pas dans
le détail, une description de ces aspects peut étre trouvée dans les rapports de thése de Le

Pluart, 2002 ; Boucard, 2004 et Labille, 2003.
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3.2. Lesexopolysaccharides d’origine microbienne

Dans le sol, les exopolysaccharides (EPS) sont produits par des
microorganismes tels que les bactéries et les champignons. Les EPS sont localisés a
I’extérieur des cellules microbiennes, ils peuvent étre étroitement associés a leur surface
sous forme de capsule ou bien étre largués dans [’environnement local des
microorganismes. Chaque espece bactérienne peut synthétiser plusieurs EPS, un seul est

en général exprimé pour une condition environnementale donnée [119].

Un intérét scientifique et industriel est porté aux EPS d’origine microbienne, en
raison des facteurs suivants: (a) ils peuvent étre produits en grande quantité par
fermentation industrielle sous conditions contrélées des espéces sélectionnées ; (b) les EPS
d’origine microbienne sont d’une grande richesse structurale; (c) des molécules aussi
complexes ne sont pas accessibles par voie de synthése organique ; (d) ils sont produits a
partir  de ressources renouvelables; (e) ils sont biodégradables et (f) parfois
biocompatibles. Les EPS présentent de multiples propriétés fonctionnelles, liées
notamment a leur comportement en solution, comme par exemple leur capacité a épaissir,
émulsionner, stabiliser, floculer et gonfler, ainsi qu’a former des gels, des films et des
membranes. Ils sont utilisés pour leurs propriétés physicochimiques (agents texturants dans
les industries agroalimentaire, cosmétique, 1’extraction du pétrole...) mais également pour
leurs propriétés biologiques (agents anticoagulants et/ou immunostimulants dans le

domaine médical) [119].

Selon leur composition, les EPS peuvent étre classés en homopolysaccharides
(constitu¢ d’une seule unit¢é monosaccharidique) ou en hétéropolysaccharides (qui
contiennent plusieurs types de sucres), avec une masse molaire de 1’ordre de 10° Daltons.
Le nombre de types de monosaccharides est finalement assez limité: parmi eux, on
retrouve souvent des hexoses tels que le D-glucose, le D-galactose et le D-mannose, mais
aussi des méthylpentoses (généralement le L-fucose ou le L-rhamnose) et des acides

uroniques, les acides D-glucuronique et D-galacturonique étant les plus communs [119].

67



3. Composants du systeme : Argile et EPS

Les EPS peuvent étre soit neutres, soit polyanioniques. Pour ces derniers, la charge
négative est due aux acides uroniques, aux substituants inorganiques (sulfate ou
phosphate), aux groupements pyruvate ou succinate. Le tableau 3.3 recense les différents

substituants, souvent retrouvés dans les structures des EPS, selon leur origine [120].

Type de substituant Origine des EPS
Acétate Bactéries
Glycerate Bactéries
Phosphate bactéries gram positives
Pyruvate bactéries et algues
Succinate Bactéries
Sulfate Archaea et cyanobactéries

Tableau 3.3. Origine des EPS en concordance avec leur substituant [120].

Pour notre étude, nous avons retenu huit EPS ; ils représentent la diversité des EPS
d’origine bactérienne et ont tous été étudiés expérimentalement [18, 19, 23, 28, 34, 35, 37,
121, 122]. Nous avons choisi un homopolysaccharide neutre (le dextrane) et des
hétéropolysaccharides polyanioniques, plus au moins ramifiés. Ces derniers renferment des
acides uroniques dans la chaine principale (RMDP17, rhamsane, YAS34, KYGT207) ou
dans la chaine latérale (xanthane), et des substituants comme des groupements O-acétyle
(MWAP71, xanthane), 4,6-O-pyruvyle (xanthane, succinoglycane, YAS34) et O-succinyle

(succinoglycane).

3.2.1. Le dextrane

Le dextrane est un homopolysaccharide constitué d’unités D-glucose, au moins 50%
des liaisons sont des a-(1,6), mais elles peuvent aussi étre des a-(1,3), a-(1,4) ou a-(1,2).
La structure exacte du dextrane est dépendante de la souche microbienne qui le produit. Le
dextrane le plus courant est produit par la bactérie Leuconostoc mesenteroides (souche B

512F), sa structure primaire est donnée dans la figure 3.8 [119, 120]. Son degré de
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branchement a-(1,3) est inférieur a 5%, 40% de ses chaines latérales sont composées d’un

seul monosaccharide, 45% par un disaccharide, les autres substitutions présentent une

longueur maximale de trente monosaccharides. Ces substitutions latérales semblent étre

distribuées de maniére aléatoire [119]. Le dextrane considéré dans notre étude est linéaire,

il est constitué uniquement d’unités a-Glc liées en (1,6)

—56)a-D-Glep-(1-36)a-D-Glep-(1—6)a-D-Glep-(1-6)a-D-Glep-(1—56)o-D-Glep-(1-6)a-D-Glep-(1—
3

1
1

—6)a-D-Glep-(1—-6)a-D-Glep-(1—-6)a-D-Glep

Figure 3.8. Structure chimique d’une portion représentative du dextrane, produit par

Leuconostoc mesenteroides souche B 512F [119].

Le dextrane est utilis¢é dans de nombreux domaines. Parmi ses différentes

applications industrielles, on peut citer la lubrification des puits de pétrole, les membranes

de purification et la manufacture de films photographiques. Dans le domaine médical il est

largement utilis¢ comme extenseur du plasma sanguin, grace a sa faible antigénicité et sa

faible viscosité en solution saline (de plus, il est moins colteux que I’albumine) ; il est

¢galement utilis€¢ dans la prévention des chocs postopératoires, dans le traitement des

brilures, et dans la réduction de risques de thrombose ou d’embolies [119].

3.2.2. Le xanthane

Le xanthane est un EPS polyanionique synthétisé par la bactérie Xanthomonas

campestris. La structure de son unité de répétition est présentée dans la figure 3.9 [120]. La

chaine principale du xanthane est constituée de deux D-glucoses liées en B-(1,4). La chaine

latérale est liée a I’'un des deux Glucoses par une liaison a-(1,3) ; elle comprend trois

sucres : le premier est un D-mannose lié en a-(1,3), avec un substituant O-acétyle sur le

C6, le second est un acide D-glucuronique lié en B-(1,2), et le dernier est un D-mannose lié¢e

en B-(1,4) avec un substituant 4,6-O-pyruvyle.

69



3. Composants du systeme : Argile et EPS

—5 4)-B-D-Glep-(1—> 4)-p-D-Glep-(1—
3

T
1
B-D-1>/Ian\p-(l—>4)-B-D-G|CpA-(1—>2)-0L-D-M2np
1% loc
H3
G\
H,C COOH

Figure 3.9. Structure de ’unité de répétition du xanthane

Le xanthane a un grand intérét industriel grace a sa forte solubilité¢ dans 1’eau, tant dans
I’eau froide que dans 1’eau chaude, et grace a sa haute viscosité en solution aqueuse, méme
a trés basse concentration. Il peut aussi avoir un comportement de gel sous certaines
conditions, par exemple a haute concentration en polymeére. Il présente des propriétés
intéressantes dans un large éventail de concentration en sel et de pH ; par ailleurs, il résiste
aux hautes températures, méme a plus de 100°C, ce qui ¢largit son potentiel d'utilisation

[119, 123].

Le xanthane subit une transition de conformation ordonnée — désordonnée en fonction
de la concentration en sel et de la température, ce qui est souvent le cas pour les
polyélectrolytes. La conformation hélicoidale est obtenue en diminuant la température (T)

ou en augmentant la concentration en sel (C;), comme illustré sur la figure 3.10 [123].

Des études expérimentales indiquent que le xanthane est un polymeére particuliérement
rigide, tant sous sa forme ordonnée que sous sa forme désordonnée [124]. Un paramétre
généralement utilisé pour évaluer la rigidité¢ des polymeres est la longueur de persistance
(Lp) ; Celle du xanthane est de I’ordre de 120 nm pour la forme ordonnée [125, 126]. Cette
rigidité associée a la faible tendance a 1’auto association en solution conférent au xanthane
des propriétés rhéologiques singulieres qui rendent possible diverses applications [127,
128]. Le xanthane est utilis¢ dans I’industrie alimentaire comme agent texturant (floculant,
stabilisant, gélifiant...), mais aussi dans les émulsions pour le forage de pétrole et dans la

formulation de peintures, de colles et des produits pour extincteurs. Cet EPS, découvert a
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la fin des années 50 aux Etats-Unis, a été produit pour premicre la fois en 1964. Le
xanthane est I’EPS d’origine microbienne le plus utilis¢ dans les applications industrielles,

ce qui explique la publication de plus de 2000 brevets depuis 1990 [119].

®
0 I 2,
%
ORI T 2
0]
0]

Figure 3.10. Transition conformationnelle ordonnée — désordonné. La distance moyenne b
entre deux groupements chargés () dépend de la conformation adoptée par le

polyélectrolyte.

3.2.3. Le succinoglycane

Le succinoglycane est un hétéropolysaccharide polyanionique produit par différentes
bactéries du sol appartenant aux genres Rhizobium, Agrobacterium, Pseudomonas et
Alcaligenes [120]. Il joue un rdle important pour les relations symbiotiques entre les
bactéries et les plantes. Il a été le premier EPS identifié comme inducteur de la formation

des nodules de fixation d’azote dans les racines des légumineuses.
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COCH,
J
6
—5 4)-B-D-Glep-(1—> 4)-B-D-Glcp-(1—> 3)-B-D-Galp-(1—> 4)-p-D-Glep-(1—
6
0
1
B-D-?lcp{-(l—) 3)-B-D-Gécp-(1—>3)-B-D-Glcp-(1—>6)-B-D-Glcp
4 6 1
‘o COCH,CH,COOH
[\
H,C COOH

Figure 3.11. Structure chimique de 1’'unité de répétition du succinoglycane.

Le motif de répétition du succinoglycane est un octasaccharide ramifié, composé d’un
D-galactose et de sept D-glucoses liés en B-(1,4), B-(1,3) ou B-(1,6). Il porte des substituants
comme [’O-acétyle, le 4,6-O-pyruvyle et le O-succinyle, leur position et le degré de
substitution sont dépendants de la souche ainsi que des conditions de fermentation de
I’EPS [129, 130]. La structure du succinoglycane utilis¢ pour notre étude a trois
substituants, comme indiqué dans la figure 3.11 ; la chaine principale est composée de
quatre monosaccharides, la chaine latérale est importante (elle est également composée de
quatre sucres), elle porte deux fonctions acide (un groupement 4,6-O-pyruvyle a

I’extrémité et un O-succinyle sur le glucose adjacent).

Le succinoglycane est soluble dans 1’eau, en solution diluée il adopte une conformation
hélicoidale de chaine simple. Cette conformation peut évoluer en pelote statistique avec la
température, tout en étant dépendante de la force ionique du milieu [131], comme c’est le
cas des polyélectrolytes [132, 133]. Le succinoglycane en conformation hélicoidale a un
comportement de chaine semi-rigide avec une longueur de persistance (L) d’environ 35
nm, tandis qu’il devient plus flexible a haute température en prenant une conformation de
pelote statistique avec une L, d’environ 5 nm [134]. Gréce a ces propriétés en solution, le
succinoglycane est utilis€ comme agent épaississant, stabilisant, gélifiant et floculant dans
I’industrie cosmétique, 1’agrochimie et des autres applications industrielles comme la
formulation de détergents, encres, etc. ; et de méme que le xanthane, il est utilis¢ dans

I’industrie pétroliére pour la lubrification des puits d’extraction [135].
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3.2.4. Le rhamsane et le RMDP17

Ces deux polysaccharides font partie de la famille des polysaccharides de type gellane,
série d’EPS dont le squelette est constitu¢ de quatre sucres, comme illustré sur la figure

3.12 [132, 136].

—53)-B-D-Glep-(1—> 4)-B-D-GlcpA-(1—> 4)-B-D-Glep-(1—> 4)-0-L-Rhap-(1—>

(a) Gellane

—53)-B-D-Glep-(1—> 4)-B-D-GlcpA-(1—> 4)-B-D-Glep-(1—> 4)-0-L-Rhap-(1—>
6

1
1

o-D-Glep-(6 «—1)-B-D-Glcp
(b) Rhamsane

—3)-B-D-Glcp-(1— 4)-2deoxy-B-D-GlcpA-(1— 4)-B-D-Glep-(1— 4)-a-L-Rhap-(1—
6

1
1

o-D-Glcep- (6 «1)-B-D-Glep

(c) RMDP17

Figure 3.12. Structure chimique de quelques polysaccharides de la famille du

gellane.

Le rhamsane est produit par la bactérie Alcaligenes ATCC 31961 et le RMDP17 (aussi
dénommé 1-886) par la bactérie Sphingomonas Paucimobilis. Leurs structures chimiques
ont été établies par Jansson et al. en 1986 [137] et 1996 [138], respectivement. Leurs
structures primaires sont treés similaires, 1’'unique différence se trouve dans la deuxiéme
unité de la chaine principale : le rhamsane possede un acide D-glucuronique, le RMDP17

un acide 2-deoxy-glucuronique. Rinaudo et et al. [139, 140] ont comparé leurs propriétés
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physicochimiques : le RMDP17 présente une meilleure stabilité thermique, tandis que le
rhamsane est plus apte a former des gels ; ceci s’explique par une meilleure stabilité de la
conformation en double hélice pour le RMDP17. Ces deux EPS présentent des propriétés
rhéologiques intéressantes et sont potentiellement utilisables pour des applications
pharmaceutiques [138], le rhamsane par exemple, est utilisé pour des compositions a base

de collagene utilisées en chirurgie esthétique [141].

3.2.5. Le YAS34

Le YAS34 est produit par la souche Rhizobium leguminasorum du sol [18, 19, 142,
143]. Il est commercialisé sous le nom de Soligel® par la compagnie ARD (France). Sa
formule chimique est indiquée sur la figure 3.13 ; la chaine principale est composée de
cinq sucres dont une unité acide D-Glucuronique, la chaine latérale est composée de deux

D-galactoses, celui de I’extrémité possede un substituant 4,6-O-pyruvyle [142].

—5 4)-B-D-GIcpA-(1— 4)-p-D-Glep-(1—> 4)-B-D-Glep-(1—> 6)-0-D-Glep-(1—> 4)-a-D-Galp-(1—

6
T
1
-D-Gialg-(1-> 3)-p-D-Galp
4 6
\
C
I\
H,C COOH

Figure 3.13. Structure chimique du YAS34

Le YAS34 présente une haute viscosité en solution en relation avec sa conformation en
double hélice et sa haute masse molaire, mais aprés un traitement thermique controlé, il
peut former un gel thermoréversible, résultat de sa dénaturation partielle ; ceci correspond
a une transition sol — gel produite dans le domaine de température entre 60 et 70°C [128,

143].
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Les propriétés du YAS34 sont intéressantes pour l’industrie cosmétique, dans la
formulation de crémes hydratantes et pour des soins capillaires, mais également pour des
applications en agronomie, grace a sa grande capacité de rétention d’eau (jusqu’a 60 fois sa
masse en eau). Le YAS34 a été testé sur des cultures de pomme de terre au Maroc, le mofit
de fermentation de YAS34 a été directement épandu a la surface des sols aprés germination
des semences, ce qui permet (a rendement égal) d’économiser 50% de I’eau d’irrigation.
L’EPS forme une crolite en surface qui laisse pénétrer I’eau d’irrigation et limite son
évaporation [144]. Malgré le colt de production, cette pratique présente un intérét pour de

futures applications, notamment dans les régions arides.
3.2.6. Le MWAP71

Le MWAP71 est produit par la bactérie rhizosphérique Burkholderia caribensis [145].
La structure primaire est représentée sur la figure 3.14 ; la chaine principale est composé
de trois unités monomeres a base de D-glucose et le 6-deoxy-L-talose (L-6dTalp), la chaine
latérale comporte une seule unité saccharidique, 'acide 3-deoxy- D-manno-oct-2-ulosonic
(Kdop), 1ié en B-(2,3) a I'unit¢ de L-6dTalp, cette dernicre porte aussi un groupement
substituant O-acétyle [121, 122]. L’analyse conformationnelle du MWAP71 indique que le
polysaccharide est semi-rigide avec une longueur de persistance de ’ordre de 70 A ; il peut
adopter une conformation hélicoidale qui est fortement influencée par la présence du Kdop
dans la chaine latérale [146]. Le MWAP71 n’a pas de propriété rhéologique particuliere
(faible caractére gélifiant ou épaississant), mais la présence du 6dTalp semble étre un atout

potentiel pour des applications cosmétiques [121].

B-Kdop
2
!
3
— 3)B-D-Glep-(1— 4)-B-D-Glep-(1— 4)-a-L-6dTalp-(1—
2

T
COCH,

Figure 3.14. Structure chimique de I’unité de répétition du MWAP71.

75



3. Composants du systeme : Argile et EPS

3.2.7. Le KYGT207

Cet EPS est produit par la souche bactérienne rhizosphérique KYGT207 de
Triticum durum [23]. Son motif de répétition est un tétrasaccharide, avec notamment un
acide D-mannuronique sur la chaine principale et un D-glucose en ramification, comme
illustré par la figure 3.15. Le KYGT207 présente une haute viscosité en solution, ce qui
entraine propriétés rhéologiques intéressantes. Cet EPS pourrait potentiellement étre utilisé

pour des applications en agronomie [23].

— 4)-B-D-ManpA-(1— 4)-B-D-Glcp-(1— 4)-B-D-Galp-(1—
3

T
1
B-D-Glcp

Figure 3.15. Structure chimique du KYGT207
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Les simulations ont été effectuées grace aux logiciels Cerius® et Materials Studio
(Accelrys 1Inc.) [147], sur les stations Silicon Graphics du CECIC (Centre

d’Expérimentation et de Calcul Intensif, Grenoble).

4.1. La modélisation moléculaire

La modé¢lisation moléculaire fait référence a 1’ensemble de méthodes théoriques et
de calcul numériques pour I’étude des propriétés et du comportement des systémes
moléculaires. Elle s’applique dans différents domaines comme la chimie théorique, la
biologie et les sciences de matériaux. Contrairement a la chimie quantique (ou les électrons
sont considérés de maniére explicite), la modélisation moléculaire calcule I'énergie des
atomes au moyen d'approximations semi-classiques. La simplification considérable des
calculs qui en résulte permet de travailler sur des molécules de grande taille, telles que les
macromolécules biologiques (protéines, acides nucléiques, polysaccharides), ou sur des
systémes comportant un grand nombre de molécules. En revanche, la modélisation
moléculaire ne tient pas compte de la formation de liaisons chimiques comme c’est le cas

de la chimie quantique.

La mécanique moléculaire (MM) fait partie de la modélisation moléculaire. Elle
utilise les principes de la mécanique classique/Newtonienne pour construire les modeles
physiques des systémes moléculaires. Typiquement ces modeles moléculaires décrivent
des atomes (noyau et ¢lectrons collectivement) comme étant des masses avec des charges
ponctuelles. Les interactions entre les atomes sont décrites par des modeles masse-ressort,
qui représentent des liaisons chimiques et des forces de Van der Waals. La fonction
d’énergie potentielle est décrite par une expression mathématique qui tient en compte
I’énergie interne du systeme, elle correspond a la somme des énergies de liaison et
angulaires (extension, flexion, torsion et inversion) et les énergies de non liaison (Van der
Waals et électrostatiques). L'ensemble de parameétres qui décrivent la fonction d’énergie
potentielle est aussi dénommée un « champ de force ». Des différents champs de force
incluent des expressions mathématiques Iégerement différentes. Ces fonctions et
I’ensemble de paramétres sont dérivés de calculs de mécanique quantique (de haut niveau)

et de données expérimentales. Le choix du champ de force est trés important, ceci dépend
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de la bonne adaptabilité des paramétres du champ de force a la nature du systeme étudié,

c'est-a-dire, une bonne représentabilité des propriétés du systeme moléculaire.

La minimisation d’énergie consiste a optimiser la géométrie d’une conformation,
c’est-a-dire les positions atomiques, pour que la fonction d’énergie soit minimale. La
recherche conformationnelle est faite de telle maniére a converger vers un gradient
d’énergie zéro, et donc, vers un état énergétiquement stable (ou puits de potentiel). Des
minima d’énergie locale et globale sont possibles, comme illustre la figure 4.1. Il existe
plusieurs méthodes de minimisation d'énergie, par exemple, la méthode de plus grande
pente « steepest descent » et la méthode de gradient conjugué. Néanmoins, la convergence
vers le minimum global n’est pas toujours possible car aucune méthode ne peut pas
garantir, de fagon absolue, I’atteignabilit¢ du minimum global. Ceci est du a une forte
dépendance, des algorithmes de minimisation, aux conformations initiales (cf. figure 4.1.).
En conséquence, dans I’objectif de chercher les conformations les plus stables (minimum

global) on peut faire recours a la dynamique moléculaire [148].

\ \ N y ’ a\

/ A { \ /
/ \ ) ! / | S
! \\','-rf \ / / \ /
/ | / I \ /
/ \ / / \ / \
\ { \ \
\ / \
| / v

L \ \'\. \ ,f’/

Minimum global Minimum local

Energie

Conformation

Figure 4.1. Représentation de plusieurs minima d’énergie

La dynamique moléculaire (MD) permet de simuler le comportement du systéme
en fonction du temps. Cette technique a pour but de calculer les mouvements des
molécules, a partir des énergies décrites par la mécanique moléculaire, en appliquant les

lois de la mécanique classique Newtonienne. Ce qui implique de résoudre les équations du
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mouvement en utilisant différents algorithmes d'intégration, et résulte en une trajectoire
atomique en fonction du temps. La force sur un atome est définie comme le gradient
négatif de la fonction potentielle d'énergie. Dans une simulation de dynamique
moléculaire, les molécules sont misses en mouvement en leur chauffant a une température
donnée. Les trajectoires possibles de tous les atomes, sous I’influence du potentiel
intermoléculaire, correspond aux conformations qui peuvent étre adoptées par les
molécules a la température fixée. A faible température, les molécules ne peuvent pas
surpasser quelques barriéres du potentiel d’énergie, et alors, le mouvement atomique est
restreint, ainsi seulement quelques conformations sont possibles. Tandis qu’a hautes
températures, plusieurs barrieres d’énergie potentielle peuvent étre surmontées et, en
conséquence, plus de conformations sont atteignables. De cette fagon, la dynamique

moléculaire est un outil puissant pour la visualisation de la flexibilité¢ de polymeres.

I1 existe un nombre important des travaux qui utilisent la modélisation moléculaire
comme technique d’analyse des argiles minérales. Deux types d’études peuvent étre
différenciés : (1) I’étude de la structure des argiles et leur interaction avec des contreions et
leur hydratation [149-157]; et (2) I’étude des systemes composites a base d’argile et des
polymeéres [158-176]. Dans le premier cas, ces études explorent des stratégies de
modélisation, le positionnement des atomes dans la structure cristalline , influence de la
taille et la charge du contre-ion (Na', K', Li", Cs’, Sr" ou Ca’), la distribution des
molécules d’eau autour du contre-ion, etc. Dans le deuxiéme cas, la modélisation est
utilisée comme un outil pour étudier les matériaux composites (aussi dénommés « o0rgano-
clays »), I’argile la plus suivant utilisée est la montmorillonite sodique avec des polymeéres
de synthése comme le polypropyléne [170], la poly(e-caprolactone) [162-164], la e-
caprolactame [165], la rhodamine B [158, 175], ou le nylon [169, 171]; dans ces
structures, les cations sodium sont souvent échangés par des cations alkylammonium ou
alkylphosphonium [167, 168, 174, 176], ici une attention particuliére est portée sur la
détermination des distances interfoliaires et la comparaison des résultats avec mesures
expérimentales (obtenues par Infrarouge ou par diffraction de rayons X). D’autre part,
quelques études concernent la modélisation de I’adsorption de composés organiques [177,
178], d’aminoacides [179], de protéines [180] ou des substances humiques [181] sur
diverses surfaces minérales comme la beidellite, la muscovite, la hydrotalcite, la

pyrophyllite ou la montmorillonite. Néanmoins, aucune étude par modélisation moléculaire
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n’a été reportée précédemment pour I’étude de I’adsorption des exopolysaccharides

bactériens sur la montmorillonite sodique.

Pour la réalisation de la présente étude, nous nous sommes fortement inspirés des
travaux existants dans la littérature (structure moléculaire, procédures, outils d’analyse...)
et du savoir faire en modélisation du laboratoire CERMAYV, pour proposer une
méthodologie pour la génération des systemes modeles argile-EPS-eau, et une
méthodologie pour 1’é¢tude de D’adsorption des divers EPS sur la surface de la
montmorillonite sodique. Nous présenterons par la suite les détailles de la procédure

implémentée.

4.2. Le champ de forces et la fonction d’énergie potentielle

Le champ de forces utilisé est I’Universal Force Field (UFF) [182], ¢’est un champ
de forces empirique capable de gérer tous les ¢éléments du tableau périodique. UFF est un
champ de forces diagonal et harmonique ; la fonction d’énergie potentielle associée

correspond a la somme des contributions énergétiques indiquées dans 1’équation 4.1.

Les quatre premiers termes représentent des interactions liées, ils comprennent les
déformations des liaisons chimiques (Er) et des angles de valence (Ey), les rotations autour
des liaisons simples (Ey) et des inversions (E,). Les deux derniers termes correspondent
aux interactions non liées : forces de Van der Waals (Evqw) décrites par le potentiel de

Lennard-Jones, et les forces électrostatiques (Eciect) décrites par la loi de Coulomb [182,

183].

Ce champ de forces a été choisi car il représente un bon compromis entre
exactitude et disponibilité des parameétres pour les systémes a la fois inorganiques et
organiques. Par ailleurs il est utilisé dans la mod¢lisation des nanocomposites a base de

montmorillonite et de polymere [163, 164, 170, 176]. Finalement, nos tests préliminaires
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indiquent qu’il reproduit correctement les spécificités conformationnelles des sucres :

conformation du cycle pyranne et effet exoanomere.

4.3. Détails de la simulation

Les charges partielles portées par les atomes sont calculées par la méthode
d'équilibration de charges Q.q [184]. Les interactions électrostatiques a longue portée sont
calculées en utilisant la méthode d'Ewald [185]. Certaines simulations ont été réalisées en

utilisant une constante di¢lectrique € = 1, d’autres avec & = 80.

La minimisation utilise le Smart minimizer, avec un critére de convergence de 10~
kcal mol” A", Une minimisation d'énergie est systématiquement réalisée avant chaque
dynamique moléculaire (MD). Des simulations MD sont effectuées dans les ensembles
NVT (nombre de moles, volume et température constants) et NPT (nombre de moles,
pression et température constants). L'algorithme de Verlet [186] a été utilisé pour intégrer
la loi du mouvement de Newton, avec un pas de 1 fs. La température et la pression sont
contrdlées, respectivement, a I'aide du thermostat et du barostat Hoover [187, 188], la
constante de relaxation est de 0,1 ps. Les surfaces et les volumes moléculaires sont estimés

grice a l'algorithme de Connolly [189], en considérant une sonde sphérique de 1.4 A.

4.4. Geénération des structures initiales

Les systémes modeles sont constitués d’une surface minérale, de modeles
d’exopolysaccharides et parfois de molécules d’eau. Les sous parties qui suivent décrivent
la génération des différents composants. Les modeles générés sont systématiquement

minimisés.
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4.4.1. La surface minérale

Le modéle minéral sélectionné pour notre étude est celui de la montmorillonite sodique

(Na-MMT). Ce choix a été motiveé par:

- sa présence dans les sols argileux dont la teneur en argile peut étre supérieure a 30%.
La montmorillonite y est dominante [190],

- ses propriétés largement étudiées, que ce soit du point de vue expérimental ou par
mod¢lisation moléculaire [115, 150, 158, 176, 191, 192],

- son utilisation comme surface modele dans les études expérimentales avec des
polysaccharides [28, 30, 34, 36],

- sa structure cristalline résolue [149, 193, 194],

- son grand intérét pour les applications industrielles et dans la fabrication de matériaux

nanocomposites [49, 50].

La surface choisie est la surface basale de la MMT car c’est la plus abondante dans la

morphologie externe.

La maille cristalline unitaire a été construite en utilisant le module Crystal Builder de
Cerius®[147] & partir des coordonnées cristallines publiées par Tsipursky et Drits [193]. La
cellule est monoclinique, avec un groupe d’espace C2/m et les paramétres a=5.20, b=9.20,

c=10.13 et angles a=90°, =99°, y=90°.

Des substitutions d’atomes ont ensuite été réalisées pour obtenir la structure de la Na-
MMT, c’est-a-dire, quelques Al ont ét¢ remplacés par des Mg dans la couche
octaédrique et des Si™ ont été remplacés par des Al dans la couche tétraédrique, le déficit
de charge qui en résulte est compensé par des atomes de sodium dans I’espace interfoliaire.
La composition finale correspond a la Na-MMT de type Wyoming avec pour formule
Nay 75(Si7.75Alp.25)(Al3 sMgo 5)O20(OH)4 dont la capacité d’échange cationique (CEC) est de
1.01meq/g. La structure de Na-MMT est représentée dans la figure 4.2.

La structure finale est minimisée et équilibrée par dynamique moléculaire (NPT a

300K et 1 atm.) et optimisée a nouveau. Pour générer un modele adéquat pour nos

différentes simulations, la cellule est dupliquée plusieurs fois selon les directions a et b. La
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surface modélisée, définie par les paramétres de la cellule, varie de 5 nm® pour I’étude de
I’adsorption des petites molécules a 45 nm” pour 1’adhésion des oligoméres. Le paramétre
C (distance basale entre deux feuillets d’argile) est également modifié selon les différents
systemes générés (voir les chapitres correspondants). Les atomes de sodium sont placés de
maniere aléatoire dans I’espace interfoliaire et leur position d’équilibre est recherchée par

dynamique moléculaire.

o Si
o Al
@ Mg
@ Na
@ O
OH

Figure 4.2. Représentation de la structure de Na-MMT, les atomes sont distingués par un

code de couleurs et les substitutions sont signalées.

Des conditions périodiques (PBC) sont appliquées dans les trois dimensions [148] ;
le modele se répete donc dans toutes les directions de I’espace. La périodicité selon le plan
parallele aux surfaces décrit des surfaces minérales infinies, celle dans la direction
perpendiculaire aux surfaces décrit un systéme multi couches alterné. Les atomes de
I’argile et les paramétres de cellule (a, b, ¢, a, B, y) sont ensuite fixés, ce type de
restrictions est justifié par la rigidité des feuillets minéraux. Par ailleurs ces contraintes
sont couramment utilisées pour diminuer le temps de calcul [154, 195]. En revanche, tous

les autres atomes (de 1’eau, des contre-ions et des molécules organiques) sont mobiles.
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4.4.2. Les molécules organiques

Les polysaccharides sont constitués de monosaccharides qui sont eux méme
constitués de fonctions hydroxyle aldéhyde, cétone, acide ou alcool. Nous avons généré
des modeles (1) des groupes chimiques c’est-a-dire des petites molécules qui contiennent
les différentes fonctions chimiques; (2) des monosaccharides; (3) des unités de

répétition des EPS et (4) des oligomeéres des EPS.

Toutes les especes organiques sont construites a partir de géométries des distances
et des angles de valence standard, en utilisant le module Sketcher de Cerius®. La
conformation initiale des cycles pyranne des monosaccharides est 'C4 pour le Rhamnose et
le Talose ; *C; pour le Glucose, le Galactose et le Mannose ; et °C, pour le Kdo (cf. figure

43).

OH OH OH
OH
5 HO
HO "o DHD
HO
HO oH HO __OH
OH
OH OOH

a-D-Glucose (“C;) B-D-Mannose (*C,) B-Kdo (°C,)
oF COOH
HaC 0 HO 0
HO OH
Ho HO OH OH
a-L-6dTalose ('C,) Acide B-D-Glucuronique (*C,)

Figure 4.3. Exemples de conformations 'Cy, *Cy, °C, des pyrannes des

monosaccharidiques.
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Les modeles des unités de répétition des EPS sont générés a partir des
monosaccharides. Les parameétres conformationnels qui décrivent 1’orientation relative de
deux monosaccharides adjacents sont les angles de torsion (@, V), les dimeres liés en (1,6)

ont un troisieme angle (®) (voir figure 4.4).

OH
HO 0
HO ©
o |
%
iRl
HO
HO
OH

OCH,

Figure 4.4. Angles de torsion (@, ¥, ®) autour de la liaison glycosidique pour deux unités

de D-Glucose li¢es en a-(1,6).

Les unités de répétition et oligosaccharides sont construites a partir de la
combinaison des angles de torsion du minimum d'énergie de chaque dimere. Les valeurs
utilisées sont issues des analyses conformationnelles préliminaires et/ou des valeurs
reportées dans la littérature [146, 196, 197]. L’exemple du cellobiose est donné dans la

figure 4.5 [146].
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Figure 4.5. Carte d'énergie conformationnelle et représentation de la conformation de plus

basse énergie de deux unités de D-Glucose liées en 3-(1,4) [146].

Les chaines oligoméres des EPS. Les chaines EPS sont construites sous forme
hélicoidale. Les hélices sont générées en utilisant le logiciel POLYS [198] et le Polymer
builder de Cerius” en répétant les valeurs des angles de torsion (@, ¥) des minima des
disaccharides constitutifs de 1’'unité¢ de répétition sur une chaine oligomére. Les hélices
sont caractérisées par deux paramétres hélicoidaux n et h; n correspond au nombre
d’unités de répétition par tour de I’hélice, tandis que h représente la projection (en A)
d’une unité de répétition sur 1’axe de 1’hélice. Le signe assigné a n indique la chiralité de
I’hélice : une valeur positive correspond a une hélice droite, tandis qu’une valeur négative

correspond a une hélice gauche.
4.4.3. L'eau
Le modéle d’eau utilisé est le SPC (de I’anglais « Single Point Charge ») dans

lequel les trois atomes forment un angle de 109,47° et la distance O-H est de 1 A. (voir

figure 4.6)
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6=-0,7412

d=+0,3706 5=+0,3706

Figure 4.6. Représentation du modele utilisé pour les molécules d’eau.

4.5. Modélisation de I’adsorption

La procédure de simulation de 1’adsorption des petites molécules organiques (des
fonctions chimiques aux unités de répétition des EPS) sur la surface de MMT est
schématisée dans la figure 4.7. Le paramétre ¢ du modele de montmorillonite est augmenté
et fixé a 100 A, un modele d’EPS (une molécule organique) est placée grossiérement au
milieu de la boite de simulation dans une orientation aléatoire. L.’espace configurationnel
est exploré par dynamique moléculaire NVT a haute température, généralement entre 400
et 600 K, le temps de simulation correspond au temps nécessaire pour ’adsorption et

I’équilibration du systéme.

Un exemple typique d’évolution du systéme au cours de la dynamique moléculaire
est donné dans la figure 4.8 ou 1’énergie et la distance entre le centre de gravité de la
molécule organique et la surface minérale sont représentées en fonction du temps. Au
départ la molécule candidate a I’adsorption est placée a une distance de la surface de 50 A.
Elle s’approche de la surface au début de la dynamique : la distance décroit réguliérement
dans D’intervalle 0-40 ps et s’équilibre ensuite. L’adsorption est révélée par la brusque
variation de I’énergie, a 30 ps sur I’exemple. L’inspection des trajectoires montre que la
molécule explore généralement plusieurs orientations et plusieurs sites d’interaction avant
de converger vers la géométrie d’adsorption la plus favorable. Les calculs ont été répétés
trois fois sur plusieurs molécules avec différentes orientations et conformations initiales.

Les résultats sont cohérents et reproductibles.
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Figure 4.7. Description schématique des étapes clefs de la procédure de modélisation

(I’exemple donné est celui du Glucose ayant des groupes méthyles en position 1 et 6).

Energy (kcal/mol) Distance (A)
4210 100
- 80
-4270 _
- 60
-4330
- 40
-4390 _ 20
-4450 ‘ ‘ : -0
0 50 100 150 200
Time (ps)

Figure 4.8. Exemple de profil typique de I’énergie totale (en bleu) et de la distance entre la

molécule et la surface (en vert) en fonction du temps de simulation. Dans cet exemple, la
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molécule est 'unité¢ de répétition du MWAP71 dont la fonction acide du B-Kdo est

dissociée.

4.6. Propriétes évaluées

Pour les systémes équilibrés, 10 structures différentes sont sélectionnées
aléatoirement des fins des trajectoires de dynamique moléculaire, elles sont minimisées et
utilisées ensuite pour 1’analyse. Les valeurs estimées correspondent a la valeur moyenne
des 10 structures sélectionnées.

4.6.1. Enthalpie d’adsorption

L’énergie d’interaction est définie ainsi :

Eint (MMT-ligand) = Etotatle (MMT-ligand) — (Emmt + Eligand ) (équation 4.2)

Ou ‘MMT’ décrit la surface minérale, par convention la contribution des contre
ions est incluse dans la surface minérale et ‘ligand’ indique une molécule organique ; Eioae
(MMT-ligand) €St 1’énergie du systéme montmorillonite ligand, Emmr est 1’énergie de la

montmorillonite et Ejigang est I’énergie du ligand. L’enthalpie d’adsorption est prise comme

la valeur négative de I’énergie d’interaction :
AHads (MMT-ligand) = = Eint (MMT-ligand) (€équation 4.3)
4.6.2. Energie conformationnelle
L’énergie conformationnelle correspond a la différence d’énergie du ligand adsorbé
sur la surface de MMT (E,4) et non adsorbé — ou isolé (Ejs). Ce paramétre est calculé

ainsi :

AE = E, 45 — Eisal (équation 4.4)
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L’¢énergie de la molécule isolée est calculée a partir d’une trajectoire de dynamique

(NVT a 300K) supplémentaire en absence de la surface minérale.

4.6.3. Surface en contact

La surface effective d’adsorption est calculée a partir la surface accessible totale de

la surface minérale (Smmr) et de la surface accessible avec la molécule adsorbée (Symr-

ligand) .

Sads = SMMT — SMMT-ligand (équation 4.5)

4.6.4. Surface conformationnelle

La variation de conformation du ligand (Sconr) quand il passe de 1’état isolé a I’état

adsorbé est révélée par :

Sconf = Stsolee — SAdsordee (équaﬁon 46)

Ou Sis1ee est la surface accessible au solvant du ligand dans son état libre (isolé) et

Sadsordee €5t la surface accessible au solvant du ligand dans son état adsorbé.

4.7. Modélisation de I’adhésion des EPS

4.7.1. Génération des modeles

La génération des modeles initiaux est représentée graphiquement dans la figure
4.9. Chaque unité de répétition des EPS considérée dans 1’étape précédente est dupliquée,
des liaisons covalentes entre deux unités sont créées afin de générer des oligomeres ; les
couples d’angles @ et W liant deux unités de répétition sont choisis de telle facon que : 1/
ils correspondent a wune conformation du disaccharide d’énergie minimale, 2/
I’oligosaccharide ne présente aucun mauvais contact (énergie de van der Waals faible), 3/

la conformation finale de 1’oligomeére soit le plus étendue possible. Nous avons choisi le
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degré de polymérisation par EPS pour que les chaines oligomeéres aient toutes des masses
molaires du méme ordre de grandeur (21000 a 22000), les valeurs sont reportées dans le

tableau 6.1 (section 6.1.).

R
Unité de
répétition
ﬁ. Insertion

DN S I

Polymérisation ¢

Argile

(38*33*430A)

Figure 4.9. Représentation schématique décrivant la construction du systéme initial

La dimension ¢ de la boite périodique qui contient la surface minérale est ensuite
considérablement augmentée jusqu'a une valeur légérement supérieure a la longueur bout a
bout de la chaine polymére, les valeurs typiques sont dans I'ordre de 400 a 450 A. Le
modele initial du complexe argile/EPS est enfin construit simplement en insérant la chaine
de polysaccharide dans la boite d'argile. Trois différentes orientations initiales de la chaine
polymere, par rapport a la surface minérale, sont considérées : perpendiculaire, 1égérement
inclinée et trés inclinée. Les trois orientations sont testées afin d'évaluer 1’indépendance

des résultats par rapport aux conditions initiales.

4.7.2. Compression/équilibrage/hydratation
Le systeme moléculaire est ensuite soumis a des cycles de compression, équilibrage

et hydratation, comme indiqué sur la Figure 4.10. Quelques exemples de structures

obtenues sont donnés dans les figures 4.11 et 4.12.
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L’étape de compression correspond a une simple minimisation, pendant laquelle
une pression externe est appliquée le long de l'axe z (P,,). La pression est initialement
nulle, car le polysaccharide a une tendance naturelle a adopter une conformation repliée,
elle atteint 0,333 GPa en milieu de simulation et 1 GPa pour les derniers cycles. La

compression force les deux surfaces a se rapprocher.

|

Minimization, Pzz « on » —>| Add water molecules

Choose P,,

\ 4

Minimization, MD NVT - high T°
Minimization, Pzz « off » EPS fixed, water mouvable

A v

v

MD NVT — low T°, minimisation
MD NVT - high T° EPS and water mouvable

\ 4

\ 4

A 4

Keep the structure
Inter-particle spacing for analysis

Figure 4.10. Représentation schématique de la procédure de compression, équilibrage et

hydratation.

L’étape d’équilibrage correspond a une dynamique moléculaire NVT a haute
température (en général de 600 a 900 K). Pendant cette étape, la pression externe est
supprimée. L'équilibrage est employé afin d'homogénéiser la densité du polymere dans la
cellule. Pendant les premiers cycles, des trajectoires de dynamique de 20 ps a 40 ps sont
suffisantes pour relaxer efficacement le systéme. Cependant, pendant les derniers cycles, la

durée de dynamique moléculaire est augmentée jusqu'a 80 ps.
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Figure 4.11. Structures intermédiaires obtenues pendant les cycles de

compression/équilibrage. L’EPS utilis¢ est le MWAP71.

Figure 4.12. Structures hydratées (Na-MMT/MWAP71/H,0).

Certaines structures obtenues sont ensuite hydratées pour obtenir des complexes
d’argile/EPS/eau. Les volumes vacants de chaque boite simulée sont remplis par des
molécules d'eau. Une premiére minimisation est réalisée pendant laquelle les coordonnées
des atomes d'EPS et d'argile sont fixes, elle est suivie d'une dynamique moléculaire NVT a
température ¢levée (600K). Apres, une deuxiéme minimisation est exécutée en laissant les
atomes d’EPS et les molécules d'eau libres de bouger (seulement les atomes de 1’argile sont
fixes), suivie d'une dynamique moléculaire NVT a température élevée (600K). Finalement,

une minimisation du systeme global est réalisée en permettant la mobilité de tous les
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atomes. Cette procédure permet d’obtenir des structures équilibrées avec un temps de
calcul raisonnable. Des systémes hydratés résultants sont représentés sur la figure 4.12.
Plusieurs cycles sont réalisés afin d’obtenir des systémes de différentes tailles. Ainsi, une

collection de mode¢les a différents taux d'hydratation a pu étre générée.

4.7.3. Propriétés evaluées

4.7.3.1. Profils de densité

Les distributions des densités des différents composants (argile, ions, EPS et eau)
dans la direction normale a la surface minérale (axe C) ont été calculées en considérant des

couches de 0.5 A en épaisseur.

4.7.3.2. Energies

L’¢énergie d’interaction entre I’EPS et la surface minérale, Ejne(clay/EPS),
correspond a la différence entre I’énergie du systétme montmorillonite et EPS sans eau
(E(clay/eps)) et celle des composants séparés (Ecy et Egps), elle est calculée selon cette

formule :

Eimer(clay/EPS) = E(clay/EPS) — (Eclay + Egps) (équation 4.7)

Pour calculer chaque terme, le systéme clay/EPS est créé en supprimant les
molécules d’eau du modele initial, son énergie potentielle (Ecayeps)) est calculée. Ensuite,
la montmorillonite et les contre ions sont supprimés, laissant ’EPS seul ; son énergie
donne Egps. D’une facon similaire, I’EPS est supprimé du systéme clay/EPS, 1’énergie

donne E.j,y. L’énergie de liaison correspond au négatif de I’énergie d’interaction.

Epind(clay/EPS) = - Einer(clay/EPS)  (équation 4.8)
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Le travail d’adhésion de I’EPS sur la montmorillonite a I’échelle moléculaire
correspond a 1’énergie de liaison divisée par deux fois 1’aire de la surface en interaction,
considérant qu’il y a deux surfaces.

Welay/ers = Epina(clay/EPS) / (2 x surface) (équation 4.9)
L’énergie d’hydratation Eppg est estimée selon 1’expression suivante.

En2o = Eineer(clay-EPS/water) / Vyater (équation 4.10)

Ou Vyuer est le volume de I'eau et Ejy(clay-EPS/water) est 1’énergie d’interaction du

systeme clay-EPS avec I’eau, il est estimé ainsi:

Einter(CIaY'EPS/Water) = Eclay/EPS/water - (Eclay—EPS + Ewater) (équation 4.1 l)
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Déterminants structuraux des EPS responsables de leur

adsorption sur la surface basale de la montmorillonite.

5.1. Préambule

La majorité des résultats de cette partie de I’¢tude est présenté dans la publication
1, dont le texte est donné dans les pages 95 a 115 de ce manuscrit. La publication est
acceptée dans le journal ‘Molecular Simulations’. Seuls les résultats particulierement

pertinents et certains compléments d’information sont présentés.

De nombreux EPS possédent cette capacité a interagir avec les particules
minérales ; ils montrent une diversité structurale quasi-illimitée. A 1’échelle des fonctions
chimiques, comme tous les polysaccharides, ces EPS sont constitués de fonctions
hydroxyle aldéhyde, cétone, acide ou alcool. Ces fonctions chimiques sont neutres, seul le
groupe acide carboxylique est ionisable. Les monosaccharides différent les uns des autres
par la conformation a I’équilibre du cycle pyranne et par I’orientation axiale ou équatoriale
des groupements attachés au cycle; la présence de groupes pendants additionnels
‘atypiques’ ajoute a cette diversité structurale. A ’échelle du polymere, les EPS sont
linéaires ou ramifiés, la densité et la longueur des branches sont des caractéristiques

structurales importantes.

L’adsorption des EPS sur des surfaces minérales a ét¢ mise en évidence de
nombreuses fois expérimentalement, en revanche trés peu d’études concernent 1’échelle
atomistique. Les questions abordées dans cette étude sont 1/ quelles sont les fonctions
portées par les EPS responsables de leur interaction avec les surfaces minérales ? 2/ quels

sont les détails atomistiques du complexe ? 3/ Peut-on prédire les énergies mises en jeu ?
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Dans ce chapitre nous présenterons la modélisation du phénomeéne d’adsorption de
différents modeles sur la surface basale de la montmorillonite sodique. Nous avons choisi
une approche hiérarchique, elle est fragmentée de la maniére suivante : (1) adsorption des
« groupements chimiques », de petites molécules qui portent les différentes fonctions
chimiques caractéristiques des EPS; (2) adsorption des monosaccharides ; (3) adsorption

des unités de répétition des EPS.
5.2. Adsorption des groupes chimiques

Nous avons considéré tous les groupes chimiques rencontrés dans les polysaccharides
dont les structures sont données dans le chapitre 3 (voir Table 1, publication 1). Certaines

de ces molécules sont représentées dans la figure 5.1.

L Tl XX

CH,CH,  CHCH,OH  CH,COOH CH,(CO)CH, CH,OCH, CH,COONa*

_F .

Figure 5.1. Représentation graphique de certains groupements chimiques testés.

Deux ¢études indépendantes ont été conduites : 1’'une en présence et 1’autre en
absence des atomes de sodium. Les énergies d’interaction de ces molécules sur la surface
minérale sont déterminées (voir table 1, publication 1), certaines valeurs obtenues en
présence des atomes sodium sont reportées dans la figure 5.2. Les contributions

¢lectrostatiques et de Van der Waals sont également indiquées dans la figure 5.2.

102



5. Résultats — Modélisation de I’adsorption

E;; (kcal/mol)

Figure

8N R X @
o) N8 (9] (8)
C}aw OQ\ GZW 000‘?‘ ooO \00\ ode“' @0\ cpo
SR T T Ry R QRY Y

N
o
|

B Electrostatique
BVan der Waals

1 1 1

(o)} B w

o (@)} o
| | |

1
~l
n

5.2. Energie d’interaction des groupements chimiques avec la surface minérale en

présence de sodium.

L’¢tude de I’adsorption des groupes chimiques révele les fondements et les modalités

d’interaction entre EPS et montmorillonite ; les principaux résultats sont :

L’interaction est systématiquement favorable, tous les groupes chimiques sont
capables de s’adsorber.
Le terme van der Waals est dominant pour [’interaction des groupes
hydrophobes avec la surface minérale: méthyle et éthyle. C’est I’interaction estimée
la plus faible, la contribution d’un méthyle est d’environ 6 kcal.mol™'. La présence
des contre-ions n’a pas un effet important.
La contribution est principalement électrostatique pour les molécules possédant des
atomes d’oxygéne, leur interaction est comprise entre 22 et 29 kcal.mol. Les ions
sodium participent fortement a I’interaction avec les groupements polaires.
0 Si le ligand est un donneur de liaisons H (fonctions alcool et acide
carboxylique): des liaisons d’hydrogéne peuvent étre formées avec les
oxygenes de la surface minérale. Souvent le cation participe également a

I’interaction.
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0 S’il est simplement accepteur de liaison H : I’interaction avec la surface
minérale se fait obligatoirement par I’intermédiaire du cation. (Voir figure
5.3). L’interaction est ionique.

- On observe une augmentation importante de 1’interaction quand la fonction acide

carboxylique est dissociée.

Figure 5.3. Représentation graphique du méthoxyméthane (CH3OCH3) adsorbé sur la

surface minérale ; vue de profil (gauche) et de face (droite).

5.3. Adsorption des monosaccharides

Nous avons étudié 1’adsorption des 20 monosaccharides différents qui entrent dans la
constitution chimique des EPS sélectionnés (voir le tableau 2, publication 1) : 12 glucoses,
4 galactoses, 3 mannoses, 1 rhamnose, 1 talose et 1 Kdo. Nous avons considéré les
différents substituants (acétate, pyruvate....). Par ailleurs chaque position impliquée dans
une liaison glycosidique a été protégée par un groupement méthyle (—CHs). Les
substitutions sont présentées de la facon suivante, par exemple, une unité¢ de B-D-glucose

liée par les atomes 1 et 4 dans I’EPS sera indiquée ainsi : B-D-Gcelp (Mel, Me4).

D’apres les valeurs moyennes des énergies d’interaction avec la surface minérale

(tableau 2, publication 1) :
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1/ Les résultats sont consistants avec ceux obtenus sur les groupes chimiques :

la présence des contre-ions sur la surface minérale favorise 1’adsorption des
monosaccharides : la valeur moyenne d’énergie d’interaction est de -30 kcal/mol en
I’absence des contre-ions, or elle est de -106 kcal/mol en leur présence.

les interactions sont multiples : ioniques, liaisons hydrogéne et hydrophobes (dans ce
dernier cas, on peut constater que la substitution d’une fonction OH par un OMe n’est

pas pénalisante du point de vue énergétique).

2/ Certains résultats sont cependant spécifiques des monosaccharides :

La conformation chaise dominante d’une pyranne isolée est conservée quand le
monosaccharide est adsorbé, le cycle est rigide. La seule exception concerne le 2-
deoxy-Glucose. En revanche, les groupements latéraux montrent de la flexibilité.

En moyenne seulement 30% a 40% de la surface totale accessible du monosaccharide
est en contact direct avec la surface minérale.

L’énergie d’interaction avec la surface minérale et la géométrie d’adsorption
dominante sont hautement spécifiques ; ils dépendent du nombre des substituants, de

leur nature, de leur position et de leur orientation par rapport au cycle pyranne.
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Certains points sont illustrés avec les figures 5.4., 5.5. et 5.6.

tous les groupements latéraux du B-D-Glcp sont équatoriaux, la molécule a une
tendance a s’adsorber a plat sur la surface minérale. Avec la présence d’un long
groupement latéral (O-succinyle par exemple), la molécule s’étale également sur la

surface minérale (figure 5.4.).

B-D-Glcp (Me1, Me3, 6-COCH,CH,COOH)

Figure 5.4. Modalités d’adsorption de B-D-Glucoses différemment substitués.

I’inversion de la configuration d’un carbone (anomérique ou autre) perturbe fortement
les modalités d’interaction avec la surface minérale. La figure 5.5 montre 1’adsorption
des a-D-Glcp (Mel, Me6) et B-D-Glcp (Mel, Me6) : I'oxygeéne OS5 est orienté vers la
surface pour I’isomére f3, alors que I’isomere o est orient¢é a 1’opposé. Cette
observation est identique pour le B-D-Glcp (Mel, Me3) comparé au B-D-Galp (Mel,
Me3).
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B-D-Glcp (Me1, Me6) o-D-Glcp (Me1, Me6)

Figure 5.5. Modalités d’adsorption d’ a- et de B-D-Glucoses bi-substitués.

B-D-GlcpA (Me1, Me4) 2-deoxy-B-D-GlcpA (Me1, Me4)

Figure 5.6. Adsorption de Glucoses Acides.

L’absence du groupement hydroxyle sur le C 2 du 2-deoxy-B-D-GlcpA (Mel,

Me4) favorise la déformation du cycle pyranne (voir la figure 5.6).

5.4. Adsorption des unités de répétition des EPS

Les structures primaires des EPS étudiés sont représentées dans la section 3.2. Nous
avons généré une unité de répétition pour chaque EPS (sauf pour le dextrane ou nous avons
utilisé un degré de polymérisation de 6 pour que sa masse molaire soit du méme ordre de
grandeur que les autres EPS). Les unités EPS et leur masse molaire sont indiquées dans le

tableau 5.1.
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EPS Mw (g.mol ™)
dextrane 1018
MWAP71 778
RMDP17 1000
Rhamsane 1016
Xanthane 982
YAS34 1264
KYGT207 708
Succinoglycane 1554

Tableau 5.1. Masses molaires des unités de répétition des EPS considérés.

Les résultats précédents ont révélés la forte participation des contre ions au
processus d’interaction, 1’adsorption des unités de répétition est réalisée uniquement en

présence des contre-ions sur la surface minérale.

L’analyse est basée sur les valeurs moyennes des énergies d’interaction (tableau 3,
publication 1) et sur les aspects géométriques de I’adsorption (tableau 4, publication 1).

Les résultats sont ¢galement consistants avec le début de 1’étude :

- les modalités de I’interaction sont identiques a celles trouvées pour les fonctions
chimiques ou les monosaccharides,

- environ 30% a 40% de la surface totale accessible de 1’'unité de répétition est en
contact direct avec la surface minérale. Cette valeur est curieusement similaire a
celle obtenus sur les monosaccharides,

- la conformation des cycles pyrannes reste inchangée.

Les spécificités associées a I’adsorption des oligosaccharides sont :

- l’augmentation de la surface totale accessible de 1’unité de répétition quand elle se

trouve proche de la surface minérale, ce qui indique que les EPS se déplient

108



5. Résultats — Modélisation de I’adsorption

(s’étalent) pendant le processus d’adsorption, ils maximisent la surface en contact
avec la surface minérale.

- Cette modification de conformation est due aux rotations autour des liaisons
glycosidiques (modification des angles @, ¥ et w), grace a ces degrés de liberté,
I’unité de répétition a la possibilité¢ de changer de forme quand elle interagit avec la
surface minérale.

- La flexibilit¢é n’est que relative, en effet on peut constater que la géométrie
d’adsorption des monosaccharides dans une structure oligomére diffeére de celle la

plus favorable, estimée dans le cas des monomeres isolés (voir Figure 5.7).

5.5. Contribution des groupes

Les lois d’additivité sont souvent utilisées pour estimer 1’énergie d’interaction
théorique d’une espeéce moléculaire donnée a partir de la contribution individuelle de
chaque groupe. Pour tester la pertinence de cette méthode, nous avons estimé la
contribution de chaque fonction a I’interaction avec la surface minérale a partir des valeurs

représentées dans la figure 5.2, elles sont reportées dans la figure 5.8.

L’¢énergie d’interaction théorique d’un glucopyranose diméthylé est de -200
kcal/mol d’apres la contribution des groupes ; les valeurs effectivement calculées sont de
I’ordre de -104 kcal/mol et de -120 kcal/mol. De toute évidence, la méthode des groupes
surestime les énergies d’interaction car elle assume une interaction optimale. Par ailleurs
cette méthode ne tient compte ni de la connectivité entre les groupes ni des contraintes

géométriques associées a la stéréochimie des sucres.

La méme remarque peut étre faite a 1’échelle des oligomeéres, la méthode de
contribution des groupes (des monosaccharides) surestime fortement les énergies
d’interaction réelles d’un oligosaccharide. Prenons par exemple I'unit¢ du MWAP71, la
somme des énergies d’interaction de ses monosaccharides avec la surface minérale donne -
421 kcal/mol, son énergie calculée pour le modéle oligosaccharide est de -151 kcal/mol

(cf. figure 5.9). Cette perte d’énergie correspond a I’effet de 1’oligomérisation.
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Figure 5.7. Adsorption d’a-D-Glucoses méthylés en 1 et 6 (haut) et du modele de dextrane
(bas).
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-CH, -OH -COOH -(CO)- -O- -(COO)- -COONa

-15 7

-30

-45 -

-60

Energy (kcal/mol)

-75
Figure 5.8. Estimation de la contribution des différentes fonctions (méthyle, hydroxyle,
acide carboxylique, carbonyle, éther, ester, carboxylate de sodium) a [D’énergie

d’interaction avec la surface minérale.

a) Somme des ) Unité de
monosaccharides répétition

200

B Neutre
E Chargé

-234

-400

-497
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Figure 5.9. Energie d’adsorption (kcal/mol) des éléments constitutifs du MWAP71 : (a)
valeurs estimées par la méthode de contribution des groupes, et (b) valeurs mesurées pour

I’unité de répétition.

5.6. Conclusion

Il est généralement considéré que 1’adsorption d’un polymeére sur une surface
dépend de sa masse ; nos résultats montrent que la surface en interaction est le parametre

pertinent. En effet, la figure 5.10 montre que la corrélation entre I’enthalpie d’adsorption et
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la surface en contact est linéaire. Cette corrélation est établie pour les fonctions chimiques,
les monoméres, les unités de répétition et les oligomeéres. Ce résultat suggere que le facteur
déterminant pour I’adsorption est I’habilité de ’EPS a se déplier pour maximiser sa surface
en contact avec la surface minérale. Les structures plus flexibles sont les plus favorables a

I’adsorption. La contribution des groupes est inadéquate a prédire correctement les

énergies d’interaction.

800 -

600 -

400 -

Energie (Kcal mo[1)

200 -

0 200 400 600 800

Surface (A?)

Figure 5.10. Corrélation entre 1’enthalpie d’adsorption et la surface d’adsorption (inclus les

monomeres, les unités de répétition et les oligomeres)
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Modeles de complexes EPS montmorillonite : phénomenes

d’agrégation des sols et de rétention de I’eau.

6.1. Préambule

Les résultats de ce chapitre sont présentés dans la publication 2, dont le texte est
donné dans les pages 131 a 148 de ce manuscrit. La publication est soumise dans le journal

‘Material Science and Engineering, C’.

Les calculs réalisés sur les unités de répétition sont inadaptés a révéler les effets de
structure des polymeéres, comme par exemple 1’effet de la présence de branches, toutes les
unités de répétition de ces EPS sont linéaires sauf le YAS34 qui ressemble a une étoile a 3
branches. Le premier objectif de cette partie de [’étude est d’étendre nos travaux
précédents en considérant des oligomeres des EPS et non plus les unités de répétition. Les
modeles d’EPS présentés ici sont constitués d’au moins une centaine de monosaccharides,

contre huit dans I’étude précédente (tableau 6.1 : nombre de monosaccharide = Nr x dP).

EPS Nr dpP Mw(u) Mw(c)
Dextrane 1 132 180 21402
YAS34 7 18 1236 21942
Rhamsane 6 22 988 21358
RMDP17 6 22 972 21006
Succinoglycane 8 14 1526 21130
Xanthane 5 23 954 21546
MWAP71 4 30 750 21978

Tableau 6.1. Caractéristiques des EPS ¢étudiés. Nr: nombre de monosaccharides dans
I’unité¢ de répétition; dP: dégrée de polymérisation; Mw(u): masse molaire de 1’unité de

répétition; Mw(c): masse molaire de 1’oligomeére.
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Par ailleurs le taux de recouvrement des surfaces minérales par les unités de
répétition des EPS est trés faible. Le phénoméne d’adsorption est certes une condition
nécessaire mais non suffisante pour exprimer la propriété d’agrégation des particules

minérales, le pontage de deux surfaces est également requis.

Nous proposons ici de construire des modéles plus réalistes, en ce qui concerne le
taux de recouvrement des particules minérales et le pontage de différentes particules. De
plus, ces modéles permettent d’étudier I’interaction du systeme hybride avec I’eau. On ne
s’intéresse ici qu’aux formes neutres des polysaccharides : les fonctions acides sont sous la

forme carboxylique.

6.2. Génération des modeles

Une méthode de génération de modeles souple et efficace est proposée. Tous les systémes
se comportent de facon identique au cours de la procédure de génération, la figure 6.1
montre 1’évolution de 1’énergie totale du systtme MWAP71 (pris comme exemple
représentatif) en fonction de la distance entre deux particules minérales. Les 3 orientations

initiales de I’EPS donnent des résultats reproductibles.
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-199000

-199200 - [

-199400 - )

1906004 & a 4

-199800 - A m

-200000 - .é [ |

-200200 -

-200400 - M orientation2

-200600 - A orientation3

-200800 -

-201000 T T T T T T T
400 350 300 2560 200 150 100 50 0

@ orientation1

Total energy (kcal/mol)

Inter-particles distance (A)
Figure 6.1. Variation typique de 1’énergie totale du systtme MWAP71 en fonction de la
distance inter particules. Les trois orientations initiales sont indiquées par différents
symboles : ronds : lere orientation, carrés: seconde orientation et triangles : troisiéme

orientation.

Au début de la procédure (ce qui correspond aux fortes distances inter particulaires)
la variation de 1’énergie est tres faible, suggérant qu’il n’y a que peu, ou pas, d’interaction
entre I’EPS et le minéral. En revanche, en dessous d’une distance critique, 1’énergie décroit
trés fortement quand la distance entre les deux surfaces minérales diminue. Cette
diminution de I’énergie indique non seulement que ’interaction est favorable mais aussi
que les structures les plus compactes sont les plus stables. Enfin, aucune augmentation de
I’énergie n’est apparente aux plus faibles distances suggérant que la procédure a été
stoppée avant I’apparition de recouvrements stériques non favorables.

Les modéles sont stables car ils correspondent a des minima de I’énergie potentielle, ils
sont en outre dans un équilibre mécanique, les tenseurs de stress voisins de zéro indiquent

que les modeles sont sans tension ni compression (voir le tableau 6.2).
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Cycle Z ) <Pij> H,O
No. XX YY ZZ YZ XZ XY |(%ww)
1 419 0.1 | 0.000 0.000 0.012 -0.001 0.001 0.000 86
2 348 0.2 |-0.001 -0.001 -0.001 0.000 -0.001 0.000 83
3 222 0.3 |-0.001 -0.003 -0.002 0.000 -0.001 -0.001 75
4 122 0.5 [-0.011 -0.004 -0.014 -0.003 0.004 0.003 57
5 95 0.6 |-0.013 -0.014 -0.010 0.009 0.001 0.005 48
6 75 0.7 |-0.022 -0.011 -0.027 -0.006 0.012 0.002 38
7 67 0.8 |-0.032 -0.025 -0.032 0.005 -0.007 0.011 32
8 63 09 |-0.048 -0.039 -0.055 -0.011 -0.011 -0.007 | 28
9 54 1.0 |-0.076 -0.026 -0.067 -0.007 0.012 -0.009 22
10 50 1.1 |-0.037 -0.042 -0.022 -0.004 -0.004 -0.019 19
11 46 1.2 |-0.083 -0.057 -0.042 -0.011 0.006 -0.002 16
12 45 1.2 |-0.090 -0.096 -0.088 -0.016 0.008 0.036 13
13 42 13 |-0.081 -0.094 -0.020 -0.007 0.038 0.004 11
14 40 13 |-0.127 -0.088 -0.150 -0.007 0.017 0.002 9
15 37 14 |-0.108 -0.090 -0.044 0.032 -0.018 0.007 7
16 34 1.5 |-0.092 -0.085 -0.014 -0.046 0.014 -0.036 4
17 32 1.6 |-0.208 -0.239 -0.160 0.021 0.007 -0.017 2

Tableau 6.2. Distance Inter particule Z (A); densité & (g cm™); composants moyens du
stress <Pij> (GPa); teneur en eau H0 (% w/w) des structures en fonction du cycle de

modélisation (Cycle No.).

La Figure 6.2 donne 1’évolution de I’aire de contact entre le MWAP71, encore pris
comme exemple représentatif, et la surface de montmorillonite en fonction de la distance
entre les deux particules minérales. L’aire en interaction est quasi nulle en début de
simulation et elle augmente jusqu'a la valeur maximale de 2160 A”. Seuls les modéles dont
I’aire en interaction est supérieure a la valeur minimale arbitrairement choisie de 475 A*
ont été retenus, dans ces modeles la distance entre les deux particules minérales est

inférieure a 75 A. Considérant que la surface accessible au solvant du modéle de
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. . . 2 .,
montmorillonite est d’environ 35 nm”, le taux de recouvrement de la surface minérale par

les EPS des mod¢les retenus est alors compris entre 13 et 62 %.
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Figure 6.2. Evolution de I’aire en interaction entre I’EPS (MWAP71) et les surfaces

minérales en fonction de la distance inter particules.

Quelques structures sont ensuite hydratées, entre 4 et 12 modeles par EPS ont été
retenus. Les taux d’hydratation globaux sont compris entre 2 % et 38 % en masse.
L’hydratation de la phase organique est comprise entre 5 % et 56 % (w/w). Pour chaque
structure, la quantité d’eau, la distance inter particules, 1’aire de I’EPS en interaction avec
la surface minérale et I’énergie potentielle totale sont données dans la table Sl

« supplementary material » de la publication 2.

6.3. Structure

La structure des modéles est caractérisée d’une part par inspection visuelle (voir
figure 4.12) et d’autre part par les profiles des distributions des densités de chacun des
composants (montmorillonite, ions, EPS et I’eau) dans la direction normale a la surface

minérale (Figure 6.3).
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Figure 6.3. Profils de densité de la montmorillonite, des ions, de I’ EPS (dextrane) et des
molécules d’eau pour les modeles contenant 7% (haut) et 27% (bas) en masse
d’hydratation. La densité de la montmorillonite a été divisée par 3 pour obtenir des valeurs

comparables aux densités des autres especes.

120



6. Résultats — Modélisation de I’adhésion

Les mod¢les sont identiques aux images de microscopie électronique obtenues a la
fois sur des systémes naturels et sur des systéemes mimétiques [32, 33, 199]. Par ailleurs les
modeles sont conformes aux théories décrivant I’adsorption des polyméres sur des surfaces
[200], certains segments du polysaccharide sont directement en contact avec la surface
minérale, ils forment des trains ou des points d’ancrage ; d’autres s’échappent de la
surface ; soit ils reviennent sur la méme surface et forment alors des boucles, soit ils

rejoignent I’autre surface minérale, ils forment des ponts.

Comme déja observé, I’interaction entre I’EPS et la surface minérale est a la fois
directe, des liaisons H par exemple sont formées entre les hydroxyles de I’EPS et les
oxygenes de la surface minérale, et également indirecte, par 1’intermédiaire de molécules
d’eau ou de cations ; les cations Na' restant & proximité des surfaces minérales. Les
molécules d’eau sont distribuées dans tout 1’espace entre les particules minérales ; leur
répartition est hétérogene, elles s’accumulent aux interfaces et autour des ions. L’eau est

¢galement localisée dans la phase EPS (cf. figure 4 de la publication 2).

Les modeles miment deux situations indiscernables a 1’échelle atomique : 1/ si on
considere que seule la couche de surface est suffisante pour représenter correctement un
minéral entier, alors les modeles représentent deux particules séparées et I’EPS s’adsorbe
sur les deux particules et les ponte ; 2/ on peut également considérer que les modeles
représentent les feuillets d’une particule totalement exfoliée (feuillets dispersés), I’EPS est

alors localisé dans 1’espace interfoliaire, il ponte deux feuillets.

6.4. Energies

6.4.1. Energie d’interaction EPS-Montmorillonite

Les variations des énergies de liaison des EPS sur la surface minérale en fonction
de I’aire en interaction sont données figure 6.4. Comme précédemment, les énergies de
liaison sont toutes positives, elles sont du méme ordre de grandeur et augmentent
linéairement avec 1’aire de la surface en interaction. L’interaction est estimée favorable
pour tous les EPS considérés. La croissance linéaire des énergies de liaison indique que la

force d’adsorption dépend directement de la quantité de trains, la présence de boucles et
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d’une partie de la molécule qui ponte les deux particules minérales n’a pas d’impact

important.
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Figure 6.4. Variations de 1’énergie de liaison des EPS sur la surface de la montmorillonite

en fonction de ’aire en interaction ; I’aire en contact a été¢ multipliée par un facteur 2 pour

pouvoir estimer les travaux d’adhésion.

EPS W c/eps (mJ m?)
Dextrane 222
YAS34 293
Rhamsane 248
RMDP17 331
Succinoglycane 188
Xanthane 251
MWAP71 239

Tableau 6.3. Travail d’adhésion entre les EPS et les surfaces de montmorillonite.

Cependant, les valeurs du travail d’adhésion, obtenues a partir des pentes des

droites par régression linéaire, révelent des différences significatives entre les EPS (tableau
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6.3). Ce résultat prédit est en accord avec les travaux expérimentaux de Labille et Thomas
qui révelent une relation entre la structure chimique de I’EPS et sa propriété d’agrégation
des particules minérales [34, 36]. Il a en effet été montré que la capacit¢ d’un EPS a
floculer la montmorillonite (la taille des flocons et la vitesse de floculation) dépend de la

position, donc de la disponibilité, des fonctions acides dans la structure de I’EPS.

Cependant il faut reconnaitre que 1’ordre des EPS n’est pas correctement prédit par
la modélisation. En fait, nos résultats ne révéelent aucune corrélation évidente entre la force
d’interaction des EPS avec la surface et leurs caractéristiques structurales : linéaire ou
branchée, la nature chimique du squelette, la densité des branches, leur longueur, la
position du groupement carboxylique dans la structure chimique, etc. La comparaison
quantitative entre les études expérimentales et les modeles présentés ici n’est pas possible
car, bien que les systémes ¢étudiés soient apparemment semblables ils ne sont pas
rigoureusement identiques. En fait, les mécanismes d’interaction mis en jeu différent ;
I’observation expérimentale est probablement due a une combinaison de plusieurs
mécanismes d’interaction alors que notre étude est limitée au cas des especes EPS neutres
sur la surface basale de la montmorillonite. Le mécanisme supposé dominant
expérimentalement est 1’interaction ionique entre les carboxylates, portant une charge
négative et les bords de I’argile. En effet, les bords des feuillets de montmorillonite ont un

caractére amphotere di a la présence de groupements Al-OH.

6.4.2. Energie d’interaction avec I’eau

L’¢énergie d’hydratation (Ena0) représente 1’énergie qu’il faut fournir pour extraire
un volume d’eau au systeme. La figure 6.5 illustre ses variations en fonction de la teneur

€n €au.

Pour ce paramétre également, tous les polysaccharides testés se comportent de
facon similaire. Les valeurs les plus négatives de 1’énergie d’hydratation sont trouvées
pour les faibles teneurs en eau et on observe que I’énergie augmente progressivement avec
la teneur en eau. On peut noter également une absence d’états d’hydratation spécifiques : il
n’y a pas de minima de I’énergie apparent: le systéme est capable d’absorber 1’eau

continuellement.

123



6. Résultats — Modélisation de I’adhésion

L’interaction est prédite particulierement forte aux faibles taux d’hydratation, ce
résultat est consistant avec le concept d’eau fortement liée (eau non congelable) observée
en DSC sur de nombreux polysaccharides [201, 202]; par ailleurs il est également
impossible de déshydrater totalement un polysaccharide [203]. Le concept de potentiel
d’eau est souvent utilis¢ pour caractériser I’eau dans les sols, il correspond a 1’énergie
potentielle de 1’eau dans le sol par rapport a celle de I’eau pure (de potentiel zéro). L’allure
des courbes estimées en mod¢lisation (variation de I’énergie d’hydratation en fonction de
la teneur en eau) et de celles obtenues expérimentalement (variation du potentiel hydrique
en fonction de la teneur en eau [26]) sont identiques (voir figures 1,6 et 1,7 du chapitre 1
« travaux antérieurs »). Nos résultats sont cohérents avec les mesures expérimentales, les
EPS sont capables de retenir 1’eau d’un systéme organo minéral et ils modifient sa

variation du potentiel chimique avec la dessiccation.
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Figure 6.5. Variations de I’énergie d’hydratation du systéme argile/EPS en fonction du
taux d’hydratation. La ligne solide rouge est un guide pour ’ceil, la ligne bleue représente

I’énergie d’hydratation de I’argile seule (c’est-a-dire, le systéme sans EPS).
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6.5. Conclusion

Nous avons proposé dans cette partie du travail une vision a I’échelle atomique des
associations entre EPS et montmorillonite qui se produisent dans les agrégats
rhizosphériques. Les modeles générés contiennent des quantités d’eau personnalisées pour
mimer différentes conditions climatiques (exces et pénurie d’eau). Ces modeles ont été
utilisés afin de prédire deux propriétés clef du sol : la cohésion des agrégats apportée par

les EPS et les rapports avec I’eau du systéeme EPS montmorillonite.

L’adsorption du polysaccharide sur les surfaces minérales est un phénomene
important relié a la propriété d’agrégation des particules minérales. La cohésion de
I’agrégat dépend en partie de la force d’attraction entre I’EPS et la surface minérale.
L’énergie d’interaction EPS-montmorillonite a I’interface dépend linéairement de 1’aire de
la surface en interaction. La comparaison entre les différents EPS montre des différences

significatives dans les travaux d’adhésion.

Par ailleurs, 1’eau est en contact avec I’EPS, les ions et la surface minérale ; nous
avons également examiné comment le systétme organo minéral interagit avec I’eau.
L’interaction avec 1’eau est la plus forte aux faibles taux d’hydratation, montrant que le
systéme s’oppose a la dessiccation ; en revanche quand il y a un excés d’eau, nos résultats
suggerent que l’interaction de I’EPS avec la surface des particules minérales évite la

dispersion des feuillets.
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Dans le cadre de ces travaux de recherche nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude
des interactions établies entre des exopolysaccharides d’origine microbienne (EPS) et une
argile minérale (la montmorillonite sodique). Ces associations sont importantes pour
plusieurs secteurs d’application : elles sont inhérentes a la structuration et la stabilisation
du sol rhizosphérique, elles sont également omniprésentes dans la constitution des
matériaux nanocomposites manufacturés. Nous nous sommes inspirés des résultats de ces
deux domaines pour notre étude ; I’objectif majeur étant de caractériser les interactions
¢tablies a I’interface par modélisation moléculaire. Une description schématique de la

problématique scientifique est donnée dans la figure ci-dessous.

Constituants Application Approche utilisée
composites organo-minéraux dans notre étude
_ Agrégats
Exopolysaccharide ) constitutifs du sol )
(biopolymere) — naturels
( ) Modélisation Moléculaire,

analyse des associations
Argile - EPS

v

Argile

Matériaux polyméres
J nanocomposites J
(manufacturés)

(surface minérale)

Figure 2. Représentation schématique de la problématique scientifique considérée.

Pour réaliser cette étude, nous avons construit des mod¢eles atomistiques de
la surface minérale (surface basale de la montmorillonite) et des EPS (dextrane, YAS34,
rhamsane, xanthane, RMDP17, succinoglycane, MWAP71). La structure du minéral dans
sa forme sodique a été générée a partir des données cristallographiques extraites de la
littérature. Les EPS ont été générés en fonction de leurs structures primaires en utilisant les
géométries des longueurs de liaison et des angles de valence standard. Les études
conformationnelles de fragments des EPS (principalement les monosaccharides et les
dimeres) issues de la littérature ont également été utilisées pour attribuer des valeurs des

angles de torsion afin de générer des modeles stables des EPS.
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Nous avons abordé deux questions scientifiques : 1/ 1’adsorption des EPS sur la
surface basale de la montmorillonite sodique, et 2/ les complexes argile/EPS/eau. Une

méthodologie spécifique a du étre développée pour chacun de ces deux aspects.

Pour la partie « adsorption » nous avons utilis¢ une analyse hiérarchique, c’est-a-
dire, nous avons analysé 1’adsorption de chacun des constituants des EPS : les groupes
chimiques, les monosaccharides et les unités de répétition, dans le but d’obtenir les détails
de I’interaction sans avoir a considérer les chaines macromoléculaires. Toutes les espéces
testées présentent une affinité pour la surface ; les interactions établies a I’interface argile-
EPS sont multiples : elles sont ioniques, hydrophobes et électrostatiques (liaisons
hydrogéne). Les interactions sont de basse énergie mais elles deviennent efficaces quand
de nombreuses interactions sont établies entre I’EPS et la surface minérale, d’ou

I’importance de la surface en interaction et de la taille de la molécule.

L’adsorption dépend de la surface effective en interaction. Nous avons constaté que
la corrélation entre 1’enthalpie d’adsorption et la surface en contact est linéaire. Les
structures les plus flexibles sont les plus favorables a 1’adsorption, ce qui suggére que le
facteur déterminant est 1’habilit¢é de I’EPS a se déplier pour maximiser la surface en
interaction. L’adsorption est aussi renforcée par ces interactions établies entre les contre-
ions (posés sur la surface) et les groupes hydroxyles des EPS. L’interaction obéit a un

mécanisme de pontage cationique.

Pour les complexes « argile/EPS/eau » nous avons généré des modeles atomistiques
hydratés dans lesquels les surfaces de deux particules d’argile sont reliées par un fragment
d’EPS. Les systemes différent par leur distance interparticulaire donc par leur teneur en

cau.

Les EPS ont la capacité de lier les particules minérales d’une part grace a leur
affinité pour la surface (capacité¢ d’adsorption), et d’autre part grace a leur caractere
macromoléculaire (enchevétrement de chaines, interaction EPS/EPS). La grandeur estimée
a ¢été le travail d’adhésion, c’est I’énergie nécessaire pour séparer I’EPS de I’argile. En
concordance avec les résultats obtenus dans la premicre partie, la force d’attraction a

I’interface est estimée directement proportionnelle a la surface en interaction ; 1’attraction
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dépend donc de I’orientation et de I’arrangement des chaines polymere (boucles, trains) au
voisinage de la surface minérale. Le travail d’adhésion dépend de la structure chimique de
I’EPS malheureusement nous n’avons pas réussi a corréler ces résultats avec les

caractéristiques structurales de I’EPS.

L’autre aspect considéré dans notre étude est linteraction avec I’eau. Les
molécules d’eau sont distribuées dans tout I’espace entre les deux particules minérales,
elles s’accumulent aux interfaces et autour des contre-ions, mais elles sont aussi localisées
dans la phase d’EPS. L’énergie d’hydratation correspond a la force nécessaire pour extraire
un volume d’eau du systeme. Les tendances prédites par la modélisation sont en
concordance avec les résultats expérimentaux issues de la littérature, I’interaction avec
I’eau est plus importante aux faibles taux d’hydratation montrant que le systéme s’oppose a

la dessication.

Nous sommes conscients des limites de I’approche et de la simplicité des modeles
générés, néanmoins, nous sommes satisfaits des informations qui ont peut étre générées.
Les simulations a 1’échelle moléculaire sont des outils importants donnant des
renseignements sur le comportement structural, dynamique ou thermodynamique des
systémes, qui peuvent étre difficiles a obtenir par des méthodes expérimentales. Les
résultats obtenus dans notre étude sont en concordance avec les propriétés observées a
I’échelle macroscopique, par exemple, nous avons mis en évidence I’action agrégeante des
EPS sur une argile minérale et leur influence dans les propriétés de rétention d’eau. Toute
fois, il est important de réaliser une validation expérimentale de maniere ciblée, en utilisant
des systemes argile — EPS sous conditions expérimentales contrélées (teneur en eau,
topographie de la surface minérale, etc.). Des EPS qui pourraient étre des bons candidats
pour une étude approfondie pourraient étre le dextrane, le MWAP71, le YAS34 et le
succinoglycane ; de méme il serait important d’utiliser la montmorillonite sodique et la
montmorillonite calcique. Quelques techniques a utiliser pourraient é&tre la
microcalorimétrie de titration isotherme (ITC) qui permet d’évaluer les constantes
d’affinité, et la Microscopie a Force Atomique (AFM), en utilisant par exemple, des
pointes AFM fonctionnalisées, cette technique permet d’évaluer les forces d’attraction sur

la surface d’argile minérale, ainsi que I’infrarouge et la diffraction des rayons X.

131



Conclusion générale

Pour ce qui concerne la modélisation moléculaire, il serait intéressant d’étudier
I’adsorption des fragments hélicoidaux des EPS, de considérer des systeémes hydratés et
d’évaluer la contribution des facteurs entropiques a 1’adsorption. De plus, il serait
intéressant d’étudier le phénoméne d’adsorption sur les bords d’argile (riches en Al-OH et

Si-OH), dont I’adsorption est fortement dépendante du pH.

Le présent travail constitue une approche pour modéliser des systémes argile —
EPS. Cette démarche pourrait étre utilisée ensuite pour la modélisation de composites a
base de montmorillonite avec d’autres biopolymeéres (chitosane, cellulose, amylose, etc.),
dans le but de contribuer a une meilleure compréhension de mécanismes et a la conception

de nouveaux matériaux nanocomposites.
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Abstract

Rhizospheric exopolysaccharides (EPS) spontaneously aggregate mineral particles. Molecular
dynamics simulations with Cerius2 and Material Studio programs have been performed to
study the adsorption of chemical groups, monosaccharides and oligosaccharides, onto the
basal surface of Na-montmorillonite. The estimated enthalpies of adsorption of chemical
groups nicely reproduced the expected values. Mono- and oligosaccharides have a preferred
geometry of adsorption. Monosaccharides maintained their shape upon adsorption whereas
oligosaccharides flattened more or less on the surface, depending on their flexibility. The
conformational adaptability was shown to be the leading factor that determined the interaction

strength between the EPS and the mineral surface.

Introduction

Organic/inorganic hybrid composites are materials that comprise nanometer-size mineral
particles dispersed in a polymer matrix. Compared to pure matrix, these materials exhibit
enhanced properties : an increase of the mechanical and thermal performances, and a barrier
effect to gas diffusion[1, 2]. Most of the matrices considered so far are synthetic polymers;
preparing such materials is difficult because of the low compatibility between hydrophobic
polymers and the hydrophilic mineral. To overcome this difficulty, the cations located in the
interlayer space of the clays are exchanged by tensioactive molecules (principally alkyl
ammoniums). The inter layer space thus gain a hydrophobic character and become compatible
with polymers.

Such hybrid complexes do exist in nature; rhizospheric microorganisms, i.e. living in the
vicinity of plant roots, produce exo-polysaccharides (EPS); these EPS possess two key
properties: they aggregate mineral particles[3] and they can retain a large amount of water[4].

The benefit for bacteria is obvious as they are protected by organo-mineral aggregates against
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both brutal climatic changes and hydric stress[4-10]. There is also a benefit for the soil, as the
presence of aggregates is correlated with soil fertility[11]. Polysaccharides have indeed the
additional properties of being biocompatible and biodegradable, two supplementary
advantages exploited in an emerging class of biomaterials[12-17].

The macroscopic properties reflect the associations occurring at the molecular scale between
polysaccharides, mineral particles and water. The surface of montmorillonite for example,
bears negative charges; one may intuitively think that the most favorable organic molecules
for adsorption onto such mineral are poly-cations. The situation is apparently more
complicated as many rhizospheric EPS are shown to interact with minerals[6, 18-24]; they are
either neutral or anionic (with one or two charges per repeat unit, generally carboxylic acids).
The role of the fine structure of the polysaccharide on its adsorption mechanism onto mineral
surfaces remains largely unclear. However, EPS offer a unique opportunity to establish
structure-property relationships; their experimental responses to flocculate a colloidal
suspension of clays are effectively structure dependant[25, 26] and EPS possess a wide
variety of structures: they can be linear or branched. When present, the ionisable group is
located either on the backbone or on the side chains (see figure 1). To complement the
experimental efforts, our objective was thus to reveal, by molecular modeling, the structural
factors (if any) of microbial polysaccharides that are responsible for their adsorption on
mineral surfaces. Montmorillonite is the chosen mineral; it is widespread on earth, its crystal
structure is reported[27] and it is widely studied by molecular modeling (in particular in
interactions with organic species)[28-32]. Only the basal surface of montmorillonite was

considered in this study as it is statistically the most abundant surface.

Material and Methods.
In this study, we have used the modeling softwares Cerius® and Material studio (accelrys inc.)
running on silicon graphics workstations at the Centre d’Expérimentation et de Calcul

Intensif, CECIC, Grenoble, France.

Construction of the initial structures.

Mineral surface.

Montmorillonite is a smectite type mineral clay, it is a hydrophilic mineral that consists of a
nanometer-thick layers formed by sandwiching an aluminum octahedron sheet between two
silicon tetrahedron sheets. The initial unit cell was built from relevant crystallographic

coordinates of a pyrophillite crystal, published by Tsipursky and Drits[27], using the Crystal

138



Annexe A : Publication 1

Builder modulus. The experimental lattice is monoclinic, with space group C2/m, and the
lattice parameters: a=5.20, b=9.20, ¢=10.13 and a=90°, =99°, y=90°. The unit cell is
duplicated along the two directions parallel to the sheet planes. Then, we performed
substitution of some Al’" by Mg”" in the octahedral layer and substitution of some Si™ atoms
by A’ in the tetrahedral layer in order to obtain the desired final chemical composition of the
Wyoming Na-montmorillonite : Nag 75(Si7.75Alp.25)(Al3 sMgo 5)O20(OH)4. This structure has a
cation exchange capacity (CEC) of 1.0lmeq/g; the CEC is defined as the amount of the
exchangeable cations retained by the clay to neutralize the negative charge (milliequivalent of
positive charge per gram of clay). Periodic boundary conditions are applied in all the three
dimensions. Typical a, b dimensions of the periodic cell are 17.8 A x 30.4 A, corresponding
to a surface area of 5.4 nm”. This surface was used to study the adsorption of small molecules
(chemical functions and monosaccharides). A larger surface was also built to model the
adsorption of the largest structures (oligomers). Cell parameters of the large surface model
were 72.8 A x 62.1 A, (area of 45 nm?). The clay mineral is then minimized, equilibrated by
molecular dynamics (NPT at 300 K and 1 atm) and then optimized again. To generate a
mineral surface convenient for the simulation, the lattice constant ¢ of the cell was extended

to 100 A. Surfaces were then hydrated by a monolayer of water molecules.
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Figure 1. Chemical structures of the polysaccharides considered in this study.

Organic chemicals.

We studied the adsorption of chemical groups, monosaccharides and oligosaccharides; they
are all related to the EPS indicated in Figure 1. The chemical groups considered are : methane
(CH4), ethane (CH3;CHj), methanol (CH3;OH), ethanol (CH;CH,OH), 2-propanol
(CH3CH,0OHCH3), methanoic acid (HCOOH), ethanoic acid (CH3;COOH), methanal (HCHO),
ethanal (CH3CHO), dimethyl ketone (CH3(CO)CH3), methoxymethane (CH;OCHj3), methyl
ethanoate (CH3(CO)OCHj3), sodium acetate (CH;COO™Na'). The twenty monosaccharides
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considered are indicated in Table 2; the two hydroxyl groups involved in glycosidic bonds
have been systematically changed to OMe groups.

The oligomers considered in this part correspond to a unique repeat unit of selected EPS
synthetized by rhizospheric microbes: dextran, MWAP71, RMDP17, Rhamsan, xanthan,
YAS34 and succinoglycan; their primary structures are reported in Figure 1. A degree of
polymerisation of 6 was chosen for the dextran to obtain a molar mass comparable to the
other oligomers (see Table 4). Polysaccharides are usually highly polydisperses; dextran for
example represents a family of homopolysaccharides that feature a substantial number of
consecutive 0-(1—6) linkages in their main chain, usually more than 50% of the total
linkages. Dextrans also possess variable amount of side chains constituted by mono and/or
oligosaccharides linked to the main chain by (1—3) and (1—2) linkages. It is obviously not
possible to consider all the possible chemical structures for a given polysaccharide so that
each model correspond only an idealized structure; consequently, the dextran modelled in our
study is only represented by its dominant structural feature (see Figure 1). In addition, some
of the polysaccharides are known to form multiple helices in solution (xanthan for example);
only the simple chain was considered in our study.

Chemical groups, monosaccharides and repeat units of EPS were constructed from standard
geometries of bond lengths and bond angles, thanks to the sketcher module. The initial
conformation of the pyran ring of monosaccharides is *C, for Glc, Man, Gal and Kdo
residues, or 1C4 for Rha and Tal. In the case of oligosaccharides, values of the conformational
parameters describing the relative orientation of two consecutive monomers (torsion angles
@, W and w) were derived from the conformational analysis of model disaccharides[33 , 34].
Torsion angle values correspond to the lowest energy minimum and/or auxiliary minima of
the (®, W) potential energy surfaces. Explicit hydrogen atoms were used in all model systems.

Each structure was then relaxed to minimize energy and avoid atom overlaps.

Modelling the adsorption.

An organic molecule is then inserted in the simulation box above the mineral surface in a
random orientation. Configurational sampling was then performed using a combination of
energy minimization and molecular dynamics at elevated temperatures, typically 400 to 600
K. A typical dynamic simulation lasts 500 ps for the shortest ones, up to 2 ns for the longest
ones. Once adsorbed, a 20A slab of amorphous water molecules was added to the system. The

resulting hydrated model was first minimized, equilibrated for 10 ps and minimized again
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prior to analysis. Calculations have been repeated three times on several test cases, results

were consistent.

Computational details.

The Universal force field was used, UFF[35]. This choice resulted from a compromise
between good accuracy and availability of the parameters for all atom types present in the
molecular models. This force field was successfully used in independent studies of organo-
clay species[29, 36, 37: Pospisil, 2004 #54]. Furthermore, preliminary tests reveal that this
force field correctly reproduces the particular conformational properties of carbohydrates:
puckering of the pyran rings and the exo-anomeric effect. The charge equilibration method
was used to calculate charges for each atom[38]. Long-range interactions were treated by the
Ewald summation technique[39]. The simple point charge model (SPC) was used for the
water molecules.

The minimization uses the conjugate gradient procedure with the convergence criterion of the
root-mean-square of the atomic derivatives of 0.05 kcal mol™ A™.

Molecular dynamic calculations were based on the canonical NVT ensemble (constant
number of particles, volume, and temperature). The equations of motion were solved using
the standard Verlet algorithm[40], with a time step of 1 fs. The system is coupled to a bath at
the desired temperature using Nose’s algorithm[41]. During the production MD simulations,
the positions of the mineral surface atoms were fixed, but all remaining system components

(counter ion, organic molecule, water) were allowed to move accordingly.

Properties.
Enthalpies of adsorption.
Ten structures (snapshots) were randomly selected and minimized from the molecular

dynamic trajectory. The total potential energy of a microstate may be written as:

Etot = Eclay + Eligand + Einter

where the first three terms represent the energy of the total system, the energy of
montmorillonite alone, and the energy of the ligand molecule, and consist of both valence and
nonbonded components. The last term is the interaction energies between the clay and the
ligand (consisting of nonbonded terms only). The enthalpy of adsorption is taken as the

negative of the interaction energies of the 10 selected structures:
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AI_Iads = _<Einter>

We were interested by the energy change of the carbohydrate structure when it goes out of the
solution to the adsorbed state : AE. Dynamic trajectories of the carbohydrate structures were
thus performed, in the absence of the mineral surface.

AE = Eads - EFree

where E,4s and Ep. are the energies of the adsorbed and isolated (in the absence of the

mineral surface) conformations, respectively.

Surface area in contact.
The estimation of the molecular surface areas was performed with the Connolly dot

algorithm,[42] with a probe radius of 1.4 A,

Hydrogen bonds.

The method traditionally used to detect a hydrogen bond is geometric: two oxygen atoms are
considered hydrogen bonded if the distance between the hydrogen of the donor and the
oxygen acceptor is lower than 2.5 A and if the angle between the oxygen donor, the hydrogen

donor and the oxygen acceptor larger than 90°.

Results and discussion.

A hierarchical approach was chosen to reveal the adsorption behavior of polysaccharides onto
the basal surface of the clay mineral. Adsorption of chemical groups was examined first,
followed by adsorption of monosaccharides. Finally the adsorption of oligosaccharides was
considered. Idealized chemical structures of the EPS are given in Figure 1; it was
experimentally shown that all of them do adsorb on mineral surfaces. Predicted quantities are
the energies associated with the binding and also the geometry of the complexes.

During the dynamics trajectory, the total energy decreases when the saccharide adsorbs onto
the surface of the clay mineral, suggesting that the whole modeled system reaches a more
stable state. Consequently, the positive values of AH,q4s (or the negative values of E;,) indicate

that the adsorption is a favorable process.
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Adsorption of functional groups.

During the dynamics simulation, the chemical groups explore several adsorption sites of
similar energy. Table 1 gives their average interaction energies with the mineral surface. The
counter ion has no noticeable effect on the interaction of hydrophobic groups (Methyl and
Ethyl) with the clay surface. In contrast, it strongly participates to the interaction with polar
groups. Alcohol and carboxyl groups form Hydrogen Bonds with the oxygen atoms of the
mineral surface; electrostatic interactions (ionic like) also occur, between the oxygen atoms of
the organic molecule and the counter ion.

The interaction of very small molecular fragments of saccharides with the mineral surface can
be considered unperturbed by structural effects, the interaction is thus optimal and the
estimated values of the enthalpies of adsorption give the orders of magnitude of the energies
involved upon adsorption. The interaction of the different functions on the mineral surface is
globally weak; the energy of a hydrogen bond O-H...O and a hydrophobic interaction are
typically in the range 4 to 5 kcal/mol and 1 to 3 kcal/mol, respectively. Our results are in
agreement with these values, suggesting that the force field correctly reproduces the basic

interaction energies.

Without counter-ion With counter-ion
Group E. Ew Eiot Sint E. Ew Eio Sint
CH, 0 -6 -6 18 -1 -6 -7 18
CH;OH -3 -7 -10 22 -28 -3 -31 24
HCHO -5 -6 -11 16 221 -4 -25 23
HCOOH -1 -7 -8 22 -17 -5 -22 23
CH;CH; 0 -9 -9 25 -4 -8 -12 25
CH;CH,OH ) -11 -13 27 -30 -5 -35 28
CH;CHO -5 -10 -15 22 -23 -8 -31 28
CH;COOH -1 -11 -12 30 -20 -8 -28 30
CH;0CH; 0 -11 -11 34 -31 -6 -37 32
CH;CHOHCH; -2 -13 -15 30 -29 -8 -37 30
CH;3(CO)CH; ) -13 -15 35 -25 -10 -35 34
CH;3(CO)OCH; ) -14 -16 36 -29 -12 -41 41

Table 1. Energies (kcal/mol) and interacting areas (A%) of several chemical moieties adsorbed
onto the mineral surface. E : total energy, E. and E,, are its coulomb and Van der Waals
components. Standard deviations on energies ranged between 1 to 3 kcal/mol and those on

surfaces ranged between 1 to 5 A%,
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Monosaccharides and oligosaccharides

Without counter-ion With counter-ion
Monomer Substituents Siot Ein Sint AE Ein Sint AE
B-D-Glcp Mel 192 | 31 69 4 .99 81 13
B-D-Glcp ﬁz; 205 | -35 84 2 107 93 12
B-D-Glep ﬁzi 203 | -34 83 7 104 85 15
B-D-Glcp ﬁ:}‘ Me3, 222 | -39 87 6 111 102 15
B-D-Glep ﬁZé Med, 220 | -43 93 8 123 98 19
B-D-Glcp ﬁ:é 200 | -38 83 3| 113 92 12
a-D-Glep ﬁzé 209 | -33 76 6 120 87 17
B-D-Glep 2’1810 é/IHe:l 253 | 43 94 1 110 104 10
Mel, Me3,
B-D-Glcp 6-COCH, 307 | 48 116 13 | -146 129 26
CH,COOH
B-D-GlepA ﬁ:i 208 | -34 82 3 88 82 6
2deoxy-B-D-GlepA l\ﬁ’el‘; 199 | -36 83 2 95 93 19
Mel,
B-D-Glcp atpyruvate | 239 | 3 86 0 -84 84 4
B-D-Galp ﬁz ; 209 | -35 79 3 -94 81 7
a-D-Galp ﬁz i’ 202 | -32 68 3 -90 77 12
Me 1,
B-D-Galp spyruvate | 235 | B 81 8 97 90 15
o-D-Manp g/goléll\f | a1 | 36 82 5 -95 96 17
Me 1,
B-D-Manp dpyruvate | 235 | 31 81 8 92 91 2
a-L-Rhap ﬁz i’ 193 | 25 58 1 -53 62 3
B-Kdop Me2 225 | -30 72 4 106 77 14
Mel, Me3,
a-L-6dTalp Med, 242 | 24 58 4 92 74 14
2COCH;

Note: Kdo is the 3-deoxy-D-Manno-oct-2-ulosonic acid.

Table 2. Energetic and geometric characteristics of selected monomers of carbohydrates
adsorbed onto the clay mineral surface in the presence or absence of counter-ion. Energy of
interaction (E;, in kcal/mol); difference in energy between the free state and the adsorbed

state (AE in kcal/mol). Total solvent exposed surface (S in Az), surface in interaction (Siy in
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A?). Standard deviations on energies ranged between 2 to 8 kcal/mol and those on surfaces

ranged between 1 to 14 A%,

Dynamical behavior of mono- and oligosaccharides differ from that of functional groups.
They touched the mineral surface and explored several orientations prior to converging to
their preferred adsorption geometry. This suggests that the potential energy surface has many
energy minima. The energy decreases gradually with time during the course of the simulation
and only the final parts of the trajectories were considered (when the total energy is stabilized
to its minimal value), in order to estimate the interaction energies. On average, only 30 to
40% of the total accessible surface of monosacharides is in direct contact with the mineral

surface; this value is remarkably unchanged for the oligomeric fragments.

Monosaccharides.

All the monomers considered in this study are indicated in Table 2 with the structural and
energy details of their adsorption on the mineral surface.

The adsorption enthalpy strongly depends on several factors, including the number of pendant
groups, their nature, position and orientation with respect to the pyran ring. Figure 2
compares the preferred geometry of interaction of two glucoses 1,6 dimethylated (o and [3).
Inverting the configuration on the anomeric carbon atom changed the adsorption features of
the monosaccharide on the mineral surface.

Here again, the counter ion favors the adsorption of the monosaccharides. The average
interaction energy was -30 kcal/mol in the absence of counter ions; it reached -106 kcal/mol
in their presence. Inspection of the models reveals the strong similarity of the binding of
monosaccharides with that of the functional groups: hydrogen bonds and ionic interactions.
Hydrophobic interactions seem to play a particular role. Methyl groups were in direct contact
with the surface and the monosaccharide-surface interaction was stronger when more O-

methoxy groups were present (see Table 2).
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Figure 2. Equilibrium adsorbed geometry of 3-glucose (top) and a-glucose (bottom)
methylated at positions 1 and 6. Left side views, right front views. Hydrogen atoms are

omitted for clarity.

The group contribution method clearly overestimated the interaction energies. For example,
group method predicts an energy of interaction of about -200 kcal/mol for a simple di-
substituted Glucose molecule. The energies really involved with the adsorption of such
molecules are much lower than this expected value, they ranged between -104 kcal/mol and -
120 kcal/mol. This is not surprising as the group contribution assumes an optimal interaction
whereas, in reality, the adsorption is far from perfect. In addition, structural effects are
neglected in the group method; it cannot discriminate between different stereo isomers.

The changes in the conformational energies (AE) were minimal for the monosaccharides.
They are made of a pyran ring which adopts a dominant chair conformation, except for very
rare cases. The chair geometry remained when the monosaccharide is adsorbed, by contrast,

side chains showed flexibility.
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Oligomers : repeat units of EPS.

Given the results of the previous section, simulations on the oligomeric structures of
carbohydrates were systematically performed in the presence of the counter ions. Their
energies of interaction with the clay surface are given in Table 3, the geometrical aspects of

the adsorption are given in Table 4.

AH pgs Eadsorb Efree RMSD

dextran 351 725 646 0,0234
KYGT207 240 486 442 0,0304
MWAP71 151 421 394 0,0145
rhamsan 333 686 615 0,0362
RMDP17 316 603 509 0,0465
succinoglycan 564 950 785 0,0245
xanthan 268 592 541 0,0230
YAS34 445 958 841 0,0153

Table 3. Selected characteristics of the repeat units of EPS. AHuqs : enthalpy of adsorption of
the oligomer on the mineral surface, E,qson : average energy of the adsorbed conformation,
Erree : average energy of the equilibrium conformation in the absence of the surface, RMSD
root mean square deviation per atom between the free and the adsorbed conformations.

Energies are given in kcal/mol.

Stotcompl SFree Sinteract Mw

dextran 806 743 345 1018
KYGT207 550 531 239 708
MWAP71 599 595 202 778
rhamsan 796 737 340 1016
RMDP17 802 745 314 1000
succinoglycan 1244 1071 549 1554
xanthan 773 735 304 982
YAS34 942 967 386 1264
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Table 4. Geometric characteristics (in A% of the adsorption of the repeat units of EPS.
Stotcompl : solvent accessible surface of the adsorbed conformation, Sg. solvent accessible
surface of the free conformation, Siueract area in interaction. Molecular masses of the different

fragments of EPS are also indicated (Mw).

Figure 3. Equilibrium adsorbed geometry of the dextran fragment. Hydrogen atoms and water

molecules are omitted for clarity.

Inspecting the molecular models shows that the monomers in the adsorbed conformational
state do not systematically adopt the unperturbed orientation revealed in the preceding
section. To illustrate this, Figure 3 gives the adsorbed fragment of dextran ; among its six O-
Glc residues ; four of them adsorb in an identical geometry already observed in the study of

free monosaccharides ; by contrast, the remaining two 0-Glc behave differently. Chemical
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connectivity induces geometrical constraints that limit the number of accessible orientations
of the constituent monosaccharides with respect to the mineral surface. However, the potential
energy surface contains a huge amount of energy minima; monomer units that are part of a

polymer simply explore secondary potential wells.

Figure 4. Equilibrium adsorbed geometry of the MWAP71 (top) and the RMDP17 (bottom).

Hydrogen atoms and water molecules are omitted for clarity.

The presence of the surface systematically induced an increase of the internal energy of the
EPS fragments. The conformation was thus less stable when adsorbed than when isolated; the
difference reaches 20% in the case of RMDP17 and succinoglycan. The presence of the

surface also induced an increase of the total accessible surface of the organic molecule. The
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oligosaccharides unfolded and thus maximized the contact area with the mineral surface.
Figures 3 and 4 show the repeat units of MWAP71 and RMDP17 adsorbed on the surface.
The RMDP17 oligosaccharide flattened on the surface, all the monomer units were in direct
contact with the surface (Figure 4). On the other hand the pendent monomer Kdo (which
bears the carboxylic group) of MWAP71 was not in contact with the clay. RMSD compares
coordinates of the conformation when adsorbed with the free conformation; it indicates the
extent of modification of the shape of the sugar with adsorption. RMSD strongly vary from
one EPS to the other; it reached 17% for succinoglycan and it was minimal for the MWAP71
and YAS34.

600
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Figure 5. Energy of adsorption as a function of the interacting area.

Figure 5 gives the correlation between the estimated enthalpies of adsorption and the
effective interacting area. The linear relationship suggests that the real area in interaction is
the critical factor on which depends the adsorption of the tested EPS. Structural factors play a

role in the deviation with respect to the master line.

All these results strongly suggest that the oligosaccharide have one (or several) unperturbed
solution conformation and another conformation when it is adsorbed on a surface. In contrast
with the rigid monosaccharides, the glycosidic bonds linking the monomers together provide

conformational freedom in an oligomeric structure. Such flexibility allows the oligomer to
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change its shape upon interaction with the mineral surface. In other words, the more flexible
the structure, the stronger the interaction. It is thus obvious that the deformation ability (to
optimize the interaction) of linear polymers is larger than that of branched polymers for which
the side chains induce a steric hindrance that restrict the flexibility of the whole molecule.
Accordingly, the fragment of MWAP71 (Figure 4) is rigid; its conformational adaptation is
restricted to 3 glycosidic bonds and the Kdo pendant group is not in interaction with the
surface. In contrast the large flexibility of RMDP17 (5 glycosidic bonds) allows all its

monomer units being in contact with the surface.

Comparison with the experiments.

The accuracy of the models could be assessed by comparing the predicted data to the
experimental data. Our results revealed the strong participation of the counter ion in the
stability of the complex. They considerably increased the interaction energy between the EPS
segment and the mineral surface. The crucial role of electrostatic (ionic) interactions through
counter ions is also revealed by many experiments[22, 43-45]. Complexes were also
stabilized by hydrogen bonds and hydrophobic interactions. Experimental data show that
adsorption of ethyl(hydroxyethyl)cellulose on talc is destabilized by urea, which is an
hydrogen bond breaker[12]. Finally, the importance of the hydrophobic interactions is counter
intuitive; it is however consistent with NMR results which indicate that aliphatic chains are in
direct contact with montmorillonite[46]. Our models also showed that the oligosaccharides
undergo conformational changes between the solution states and the adsorbed state. Quartz
crystal microbalance with dissipation monitoring (QCM-D) experiments reveal that the
adsorbed conformation of dextran on alumina differs from that in solution[47].

Experiments are also performed to establish the structure-property relationships. The ability
of several EPS to flocculate a colloidal suspension of clay particles is compared[26].
Experiments measure the average size of the flocs which indirectly reflects the efficiency of
the EPS to bridge different mineral particles. Such measurements thus give an indication of
the affinity of the EPS with the mineral surface. An interaction efficiency coefficient (IEC)
was defined in order to allow the comparison between the experimental and modeling
approaches. The IEC corresponded to the enthalpy of adsorption, normalized by the effective
interaction area. Experimental floc size in the presence of succinoglycan (335 pum) is much
larger than that of xanthan (158 pm); even though the molar mass of the xanthan sample is
twice the mass of succinoglycan. In qualitative agreement with the experiments, IEC of

succinoglycan (1027 cal/molA?) was estimated larger than that of xanthan (882 cal/molA?).
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The molecular masses of dextran and YAS34 are identical (2 10° g.mol'l), their floc sizes are
140 and 213 pm, respectively. YAS34 is thus much more efficient than dextran with respect
to flocculation ability. Estimated IEC reproduced the experimental tendency: they were
estimated at 1017 and 1152 cal/molA? for dextran and YAS34, respectively.

Quantitative comparison between experimental data and the present modeling results is not
possible because of both experimental difficulties and assumptions in modeling. Molar
masses of the different polysaccharides studied experimentally differ by almost a factor of 20;
it is well recognized that such characteristics strongly impact on polymer adsorption on
surfaces. In addition, modeling is performed on idealized chemical structures of the EPS and
the analysis of the results was based only on the enthalpies of adsorption. The free energy of
adsorption would be the choice parameter but the entropic contribution is hardly accessible.
The entropy depends on two major contributions: de-solvation of the surfaces, which is a
favorable process, and the conformational restrictions of the polymer upon adsorption; which

gives non-favorable entropy.

Conclusion.

Atomic level molecular simulations were applied to investigate the interaction features of
model molecules mimicking bacterial exopolysaccharides (in their neutral forms) with the
basal surface of Na-montmorillonite surface. The study has been performed using Cerius2 and
material studio modeling programs.

It was found that hydrogen bonds, electrostatic and hydrophobic interactions are present in the
model systems and provide a significant effect on the adsorption strength of EPS fragments
on the mineral surface. The adsorption of monosaccharides was dependant on the nature of
the monomer and its side chains. The six-membered ring stayed in its preferred geometry
when adsorbed. In contrast, oligosaccharides changed their shape upon adsorption. It was
found that the enthalpies of adsorption linearly increase with increasing the interacting surface
area, suggesting that the key factor determining the adsorption is the ability of the EPS to
unfold in order to maximize its surface in contact. The most flexible structures were the most
favorable candidates for adsorption. The present modelling was able to predict a complex

physical adsorption phenomenon in agreement with the experimental results.
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Abstract.

In soils, the bacterial exo-polysaccharides aggregate mineral particles, enhancing their
cohesion and their ability to retain water. Those phenomena have been studied at the atomic
scale by molecular modelling: we have considered seven models of rhizospheric
polysaccharides interacting with the basal surfaces of montmorillonite. Models accounted for
the aggregation phenomena induced by EPS: some segments of the polysaccharide were
adsorbed on the mineral surfaces while the others formed loops and bridges linking two
surfaces. Adsorption energies were favourable and depended mostly on the interacting area.
Cohesion of aggregates was estimated by the adhesion work, predicted values differed from
one EPS to the other, suggesting that the chemical structure does influence the interaction
strength with the mineral surface. Mechanisms of water uptake and release have also been

investigated. Hydration energies revealed that EPS strongly retain water at low water content.

Introduction.

Exo-polysaccharides synthesized and expulsed by rhizospheric microorganisms forms
spontaneously hybrid materials with mineral particles, such hybrids provide a major
environmental benefit'. The EPS modify the physical properties of soil ; they contribute to
improve the fertility of soil, by promoting the formation of aggregates of mineral particles” ;
they also limit the erosion of soil, by enhancing the cohesion of the aggregates3'6,
polysaccharides indeed thwart the physical disruption of the soil particles due to fast wetting
or by the impact of raindrops. Besides, water is an important constituent of soil, its
availability whatever the climatic conditions directly impact on plant development. EPS are

hydrocolloids, their capacity to retain water decreases the irrigation needs of soil’,
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These hybrids have been studied under different forms, in the solid state and in water
solution. Natural (rhizospheric soils) or mimetic (based on polysaccharides) complexes are
directly visualised with electron microscopy®'®. The aggregation mechanism of mineral
particles is explained by the adsorption of EPS onto the mineral surfaces, creating attachment
points, and by the formation of bridges connecting different mineral particles altogether’. The
association mechanism is studied thanks to the tools and concepts of physical chemistry.
Polysaccharides have the ability to flocculate clays in water solution, the size of the flocs (and
the flocculation rate) has been shown to be sensitive to many factors, including the mass and

concentration in polysaccharide, the pH, the ionic strength, the counter ion '*-'>' and finally

the chemical structure of the polysaccharide'

. In the context of structure property relation
ship, the flocculation property of anionic branched polysaccharides is enhanced on the one
hand if the polysaccharide is moderately branched, steric hindrance combined with possible
electrostatic repulsion impact on the flexibility of the polysaccharide and, thus, on its
conformational adaptability, and on the other hand if the ionic groups are located at the end of
the branches, in that case, they are supposed to be exposed to the surrounding medium and
thus they are available to interact with the surface of montmorillonite. Such experiences,
combined with measurements from NMRzO, FTIR21'23, Quartz microbalance®® and AFM?*! #?
allows the understanding of the general mechanisms that governs the interaction of organic
moieties with mineral particles. Adsorption of EPS onto montmorillonite involve hydrophobic
and electrostatic interactions, the latter by forming hydrogen bonds, either direct with the
oxygen atoms of the mineral surfaces, either indirect through water molecules. Hydroxyls of
EPS also interact with cations located close to the surfaces, which contributes to the
adsorption. Besides, EPS induce both a global increase of water retention and a decrease of
the desiccation and re-hydration rates’. These properties with respect to water are explained
by the combination of two phenomena: (a) intrinsic water holding properties of the
constituents : EPS on the one hand as they can hold water several times their mass® and the
mineral surfaces on the other hand, they also retain water and (b) the modification of the
organisation of the mineral particles due to EPS®.

In spite of this accumulation of knowledge on these complexes, the understanding at the
atomic scale of the interactions occurring in these hybrid materials is still fragmentary and
incomplete. Among the alternative investigation techniques, molecular modelling holds a
great potential in studying the assembly of the different components of soil aggregates as it
can provide valuable information that are difficult or impossible to obtain with other methods.
Curiously, to date, very few computational studies have concerned polysaccharides
interacting with mineral surfaces®" ** %> 2% **_ In our previous study”®, we have examined the

adsorption process onto soda montmorillonite of the chemical functions characteristics of
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EPS, of monosaccharides and of the repeat units of the EPS studied experimentally by Labille
and thomas'. These model systems allow to lay the foundations of the geometric and
energetic characteristics of the associative interactions between EPS and the basal surface of
montmorillonite. However, the size (a single repeat unit) of the organic molecules considered
is too short to correctly account for the key structural details of the EPS. Actually, all the
repeat units of EPS are linear but YAS35, which is a 3 branches star like. Considering the
structural complexity of the polysaccharides and that of the hybrid systems, complementary
computations are required. The objective of the present study was to extend our previous
work by considering solid systems based on oligomers of polysaccharides. Models of EPS
presented here were constituted by at least hundred of monosaccharide, against height in the
previous study (see table 1). The proposed models were more realistic with respect to the
mineral surface covered by polysaccharide and the bridging of different particles. The models
allowed studying structural effects of EPS: the nature of the backbone, the density of the
branches, their lengths etc... Besides, the proposed models were suitable to study the
interaction of the hybrid system with water. This study was restricted to the neutral form of
polysaccharides: when present the acid functions were thus protonated. The only mineral
considered here was montmorillonite, it is by far the most abundant mineral on earth and is
technologically particularly important. Moreover, only the basal surface was modelled as it is

the dominating surface.
2. Materials and Methods

All the calculations were performed using the Cerius’ and Material Studio molecular
modeling packages”’, running on Silicon Graphics workstations at the CECIC (Centre

d’Expérimentation et de Calcul Intensif), Grenoble, France.
2.1. The constituents

Clay.

Montmorillonite is a smectite clay, it is a hydrophilic mineral that consists of a nanometer-
thick layers formed by sandwiching and aluminum octahedron sheet between two silicon
tetrahedron sheets. A model of the crystal structure of pyrophillite was built from coordinates
published by Tsipursky and Drits*®. The experimental lattice is monoclinic, its space group is
C2/m, and the cell parameters a=5.28 /f\, b=9.14 /f\, ¢c=6.00 /f\, and a=90°, $=99°, y=90°. The
unit cell is duplicated along the a and b axes (8a x 4b x1c) and a P1 super cell is redefined.

Cell parameters of the resulting model were 41.6 A and 36.8 A. Substitution of some AI** by
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Mg2+ in the octahedral layer and substitution of some Si*" atoms by AP’ in the tetrahedral
layer were performed in order to obtain the desired chemical composition of the Wyoming
Na-montmorillonite : Nag75(Si7.75Alp.25)(Al3sMgo5)O20(OH)s. This structure has a cation
exchange capacity (CEC) of 1.0lmeq/g; the CEC is defined as the amount of the
exchangeable cations retained by the clay to neutralize the negative charge (milliequivalent of
positive charge per gram of clay). Periodic boundary conditions are applied in all the three
dimensions. The clay mineral was minimized, equilibrated by molecular dynamics (NPT at

300 K and 1 atm.) and optimized again.

EPS Nr dp Mw(u) Mw(c)
Dextran 1 132 180 21402
YAS34 7 18 1236 21942
Rhamsan 6 22 988 21358
RMDP17 6 22 972 21006
Succinoglycan 8 14 1526 21130
Xanthan 5 23 954 21546
MWAP71 4 30 750 21978

Table 1. Characteristics of the EPS studied. Nr: number of monosaccharides in the repeating
unit, dP: degree of polymerisation; Mw(u): molecular weight of the repeating unit; Mw(c):

molecular weight of the oligomer.

Exopolysaccharides.

Seven EPS were considered for this study: RMDP17, MWAP71, rhamsan, dextran, xanthan,
succinoglycan and YAS34. Their chemical structures can be found in the Figure 1 of*°,
Models of the repeating units were built in our previous publication26; they were linked
together in extended stereoregular helical conformations. The degrees of polymerisation of
the different EPS were chosen in order to obtain models having approximately identical molar

masses (see Table 1), to facilitate the comparison between the EPS.

Water.

We used the explicit 3 point charges water model.

2.2. Generation of the Clay-EPS models at different hydration contents.
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The ¢ parameter of the periodic cell (perpendicular to the clay surface) was manually adjusted
according to the length of the polymer chain (in order to avoid atom overlaps). Typical values
are in the order of 400 A. Then the polysaccharide was inserted into the model of clay. Three
different initial orientations of the EPS chain with respect to the clay surface were considered:
perpendicular, slightly inclined and tilted. The three orientations were used in order to
evaluate the reproducibility of the results. The Clay-EPS complexes were then subjected to
several consecutive cycles of ‘compression’ and ‘equilibration’ as described in Figure 1.

A compression step consisted of a simple minimization during which it was applied an
external pressure along the z axis (Pzz). The pressure was used in order to gently decrease the
inter-particle distance (the ¢ parameter of the clay model). An equilibration step consisted of
NVT molecular dynamics at elevated temperature (typically between 600 to 900 K) without
external pressure applied, followed by a minimization. The cell parameters were kept constant
in this step. The equilibration was used in order to relax the EPS into the clay model.

During the first cycles, very small pressures were used in the compression step (null at the
very beginning (because the extended EPS spontaneously got coiled during MD and
minimization), then in the order of 0.333 GPa. The duration of dynamics from 20 ps to 40 ps
was efficient to relax the system. However, during the last cycles, both the Pzz and the
duration of the molecular dynamics were increased, until 1 GPa and 80 ps, respectively.

Some structures were selected and hydrated in order to obtain clay-EPS-water complexes.
The empty space of each simulated cell was fulfilled by explicit water molecules, each in a
random orientation. A first minimization in which the coordinates of the EPS and clay atoms
were fixed was performed, followed by a short NVT molecular dynamics at high temperature
(600 K). Then, another minimization and molecular dynamics at 300 K were performed,
allowing EPS and water molecules to move. A final minimization was performed to obtain

the final models used for analysis.

2.2. Computational details

The Universal force field (UFF) was used throughout this study®’. This choice resulted from a
compromise between good accuracy and availability of the parameters for all atom types
present in the molecular models. Furthermore, this force field was successfully used in

independent studies of organo-clay species®®™

and our preliminary tests revealed that it
correctly reproduced the particular conformational properties of carbohydrates: the puckering
of the pyran rings and the exo-anomeric effect™.

The partial charges on the atoms were estimated using the charge equilibration method**. The

long-range interactions were treated by the Ewald summation method”. The minimization
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uses the conjugate gradient procedure with the convergence criterion of the root-mean-square

of the atomic derivatives of 0.05 kcal.mol'.A™".

!

Minimization, Pzz « on » —)|  Add water molecules
Choose P,, l
1 Minimization, MD NVT - high T°

Minimization, Pzz « off » EPS fixed, water mouvable

A 4

Y MD NVT — low T°, minimisation
MD NVT - high T° EPS and water mouvable

1 ‘,

Keep the structure
Inter-particle spacing for analysis

Figure 1. Description of the procedure of modelling.

Molecular dynamic calculations were based on the canonical NVT ensemble (constant
number of particles, volume, and temperature). The equations of motion were solved using
the standard Verlet algorithm®®, with a time step of 1 fs. The system is coupled to a bath at the
desired temperature using Nose’s algorithm®’. During MD simulations, the positions of the
mineral surface atoms were kept fixed, but all remaining system components (counter ion,
polysaccharide, water) were allowed to move. These restraints on the clay atomic positions
are commonly used to achieve reasonable computational efforts®® *°. Such restrictions are

pertinent since the mineral sheets are expected to be fully rigid.

2.4. Properties.

Density profiles.
The distributions of the densities of the different components (clay, ions, EPS and water
molecules) in the direction normal to the mineral surfaces (¢ axis) have been calculated by

considering layers of 0.5 A thick.
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Energetics.

The interaction energy between the EPS and the mineral surface, Eiyer(clay/EPS), corresponds
to the difference between the energy of the clay-EPS system free of water (E(ciay/Eps)) and that

of the separated components : (Ecjay and Egps), it is estimated according to :
Einter(clay/EPS) = Eclay + EEps - E(clay/EPS)

To calculate each term, the clay/EPS system was first created by suppressing the water
molecules from the original model, and its potential energy calculated. Next, the
montmorillonite platelet and Na cations were deleted, leaving the EPS alone ; its energy gave
Egps. Similarly, the EPS molecule was deleted from the clay/EPS system and gave Eciay.

The binding energy was taken as the negative of the interaction energy.
Ebind(clay/EPS) =- imer(clay/EPS)

The adhesion work of the EPS on montmorillonite corresponds to the binding energy divided

by two times the total interacting surface, considering that there are two interfaces.
Welayieps = Epind(clay/EPS) / (2 x surface)

The estimation of molecular surface areas and volume was performed by using Connolly

algorithm®’, with a spherical probe of 1.4 A,
The hydration energy Ey 1s estimated according to :
EHgo = Eimer(clay-EPS/water) / Vwater

Where V yaer is the volume of water and Eiy.(clay-EPS/water) is the interaction energy of the

clay-EPS system with water, it is computed as follows:
Einter(CIaY‘EPS/ Water) = Eclay-EPS + Ewater - Eclay/EPS/Water

3. Results and discussion.
An original procedure was developed to generate a collection of models of hybrid materials

made of EPS and soda montmorillonite. All the systems behaved identically during the

167



Annexe B : Publication 2

procedure; Figure 2 gives the evolution of the total energy of the MWAP71 system, taken as a
representative example, as a function of the distance between the two particles. The three
initial orientations of the EPS gave reproducing results; no distinction will thus be made
between the three orientations in the remaining part of the study. At the beginning of the
procedure, which corresponds to the largest inter particles distances, the energy was nearly
constant, suggesting that the EPS and the mineral did not interact each other (or interacted
only weakly). However, below a critical distance, the energy strongly decreased with the
decrease of the distance between the two mineral surfaces. This indicated that the interaction
was favourable and that the most compact structures were the most stable ones. Finally, any
increase of the energy appeared at small distances suggesting that the procedure was stopped

before unfavourable steric conflicts appeared.
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Inter-particles distance (A)
Figure 2. Typical variation of the total energy as a function of the distance between the two
mineral particles. System with MWAP71 is taken as a representative example. Red circles,
blue squares and green triangles indicate the perpendicular, the slightly inclined and the tilted

initial orientations, respectively.

Figure 3 gives the evolution of the contact area between MWAP71 and the montmorillonite
surface as a function of the distance between the two mineral particles. The interaction area
was null or quasi null at the beginning of the simulation, it increased until the maximal value
of 2160 A? at the end of the simulation. Only those models having an interacting area larger
that the arbitrarily chosen value of 475 A? were considered in the remaining part of the study,

such models corresponded to distances between the two mineral particles lower than 75 A.
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Considering that the solvent accessible area of the montmorilonite model is about 35 nm?; the

EPS covered between 13 and 62 % of the mineral surface.
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Figure 3. Evolution of the interacting area between the EPS (MWAP71 still taken as a

representative example) and the mineral surfaces as a function of the inter-particles distance.

Some structures where then hydrated, hydration amounts ranged between 2 % and 38 % by
weight. These hydration amounts are only apparent as they cannot be measured considering
that only the surface layer of the mineral particles was effectively taken into account in the
models. Hydration of the organic phase was between 5 % and 56 % (w/w). Besides, between
4 and 12 structures for each EPS were kept for analysis : the ‘dry state’ had typically less than
10 % (w/w) of water and the ‘wet states’ corresponded to the medium to large hydration
contents. Table S1 of the supplementary material gives, for each structure, its hydration

content, the area of the EPS interacting with the mineral surface and the total potential energy.

Figure 4 shows two typical models. On each model, the mineral surfaces are visible on top
and bottom of the models. Only one surface was really modelled, the surface at the top of
Figure 4 is the periodic image of the one at the bottom of the figure. The modelled particle
was constituted by a single mineral platelet in order to restrict the total number of atoms that
needed to be considered. The two mineral surfaces surround a volume that contains an
aqueous phase of EPS. The models were subjected to periodic boundary conditions.
Periodicity in the plane parallel to the surfaces described infinite mineral surfaces, while the

one in the perpendicular direction described an alternated multi-layered system (mineral
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organic). The models represented small volume elements of an aggregate which possess all

the key elements: the mineral particles and an aqueous phase of EPS.

Models mimicked two indistinguishable situations at the atomic scale: 1/ if one consider that
the surface platelet is sufficient to correctly model the whole mineral particle, then the models
represented two separated particles and the EPS adsorb onto the two particles and bridge
them; 2/ one can also consider that the models represented two platelet of a fully exfoliated
mineral particle (the platelets are dispersed), the EPS is thus located in the interlayer gallery,
it bridge two platelets.

Figure 4. Typical molecular models : dextran at 7 (left) and 27 % (right) of water. Hydrogen
atoms of EPS are not shown for clarity. Water molecules are coloured in blue, the sodium

atoms are displayed by rose balls. The periodic box is indicated in red.

3.1 Structure.

In order to characterize the structure of the models of the composite, we have calculated the
distribution of the densities of the different components (clay, ions, EPS and water molecules)
in the direction normal to the surface of the montmorillonite. Figure 5 gives two typical

profiles for dextran, having 7% and 27 % (w/w) of water, respectively.
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Figure 5. Density profiles of clay, ions, EPS (dextran) and water for the models having 7%
(top) and 27% (bottom) by weight of hydration. The density of the clay was divided by a
factor of 3 because its original density was too high compared to the ones of the other

components.

Density profiles revealed that the Na" cations remain very close to the clay surfaces. Water
molecules were distributed everywhere in between the two mineral surfaces, their distribution
was however heterogeneous, they accumulated at the interfaces and around the counter ions
(maximums of densities) ; water was also located in the EPS phase. The interaction between
EPS and the mineral surface was evidenced by the shoulder and the first density peak at the
interfaces. The shoulder revealed a direct interaction between the EPS and the mineral surface
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whereas the first peak revealed an indirect interaction, through water molecules and/or
counter ions.

Far from the mineral surfaces (in the inner part of the systems) the average densities of EPS
were around 0.95 g.cm”™ and 0.5 g.cm™ for the systems at 7 % and 27 % of water,
respectively. The continuous distribution of the EPS in between the two mineral surfaces
together with the large amplitude fluctuations of its density suggested that the EPS bridge the
two surfaces and that its conformation is disordered. Visual inspection of the models
corroborated these observations. Models were obviously identical to the images obtained
using electron microscopy™ * ®, they agreed also with the theories describing the adsorption of

1
polymers on surfaces .

3.2 Energetics.

Interaction energy between EPS and Clay.

Adsorption of the polysaccharide on the mineral surfaces is a requisite condition to express
the aggregation property. The cohesion of the aggregate depends partly on the attraction
strength between the EPS and the mineral surface. Figure 6 gives the variations of the binding
energies of the EPS as a function of the interacting area. All the binding energies were
positive, in the same range and increased linearly with the surface in interaction. The
interaction was estimated favourable for all the considered EPS, this is consistent with the
experimental data which shows that soil cohesion is a characteristics shared by numerous
polysaccharides. The linear increase of the binding energies indicated that the adsorption
strength depends directly on the amount of trains, the occurrence of loops and of a segment of
the molecule that bridge two mineral particles has no noticeable impact. Our previous results
obtained on chemical functions, monosaccharides and repeating units of EPS are still
pertinent with oligomers of EPS.%.

However, adhesion work, obtained from the slopes of the straight lines, revealed significant
differences between the EPS (table 2). This is also in agreement with the experimental results
of Labille and Thomas'® ' which shows that the size of the flocs and the flocculation rate
strongly depends on the EPS. Although we have to recognise that the order was not correctly
predicted. Actually, any obvious correlation could be evidenced between the estimated
interaction strength between the EPS and the surface and the structural characteristics of the
EPS : linear or branched, the density of the branches, their length, the location of the
carboxylic group in the chemical structure of the EPS, the nature of the backbone....
Quantitative comparison between the experiments of Labille and Thomas and the models
presented in this study is not possible; while the studied systems are apparently alike they are

not rigorously identical. Actually, the interaction mechanisms differ; the experimental
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observations involve probably a combination of several mechanisms of interaction whereas
our study was limited to the case of neutral EPS interacting with the basal surface of
montmorillonite. The expected dominant experimental mechanism is ionic interaction
between carboxylate groups (negatively charged) and the edges of the clay platelets. As a
mater of fact, the edges of the montmorillonite platelets have an amphoteric character because

of the AI-OH groups.
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Figure 6. Variation of the binding energy of the EPS on the montmorillonite surface as a
function of the interacting area; contact area was multiplied by a factor of two in order to

estimate the adhesion works.

EPS W c/eps (mJ m'z)

Dextran 222
YAS34 293
Rhamsan 248
RMDP17 331
Succinoglycan 188
Xanthan 251
MWAP71 239

Table 2. Works of adhesion between the EPS and the montmorillonite surface.

Interaction with water.
Water is in contact with EPS, ions and mineral surfaces; in this section, we have examined

how the organo-mineral system reacted with water. The variation of the hydration energy
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(Em20), which represents the energy needed to extract a given volume of water, as a function
of water content is given in Figure 7.

All the calculated points were in the same range, it is obvious that all the tested
polysaccharides behaved similarly. The most negative values of the hydration energy
appeared at the lowest water contents and the energy progressively increases with the
hydration content. The absence of energy minima suggests that there were no specific

hydration states; the system was able to continuously adsorb water.
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Figure 7. Variation of the hydration energy of the clay EPS systems as a function of the

hydration content. The solid red line is a guide for the eyes.

The particularly strong interaction at low water content is consistent with the concept of
strongly bound water (also called non freezing water) observed in DSC experiments on many
polysaccharides*' - **; besides, it is well known that polysaccharides held water irreversibly™.
Water in soils is generally characterized by the concept of water potential; it corresponds to
the potential energy of water in soil with respect to pure water (of zero potential).
Experimentally, the water potential, given in pressure units, can be negative or null. The
hydration energy estimated by modelling and the water potential measured experimentally are
strongly related. The estimated energy of hydration varies identically than the water potential
measured on hybrid systems*. Our results are thus in qualitative coherence with the

experiments: the EPS are able to retain water and they modify the chemical potential upon

desiccation.
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4. Conclusion.

We have created atomic scale molecular models of hybrid systems (organic inorganic) made
of bacterial polysaccharides and montmorillonite ; these models mimicked rhizospheric
complexes. Besides, these models contained personalized amount of water to model different
climatic conditions: water excess or shortage. These models were used in order to predict two
key properties of soil: cohesion of aggregates provided by EPS and the relationship with
water of the EPS clay system. The EPS-clay interaction energy at the interface varied linearly
with the interacting area. Besides, comparison of the different EPS showed significant
differences in the adhesion works. The interaction with water was the strongest at low water
content, showing that the systems oppose against desiccation; on the other hand in water
excess, our results showed that the interaction of EPS with the surface of clays comes into
play to avoid dispersion of the mineral platelets. Our results qualitatively agreed with the

experimental data.
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EPS H,O0 # H,0% Z Sclay/eps Et
Dextran 188 7 37 993 -199622
324 11 43 754 -201608
710 22 55 664 -206698
921 27 62 509 -209454
YAS34 185 7 37 1049 -199263
327 11 42 808 -201204
662 21 53 523 -205578
1175 32 66 319 -212271
Rhamsan 182 7 35 1193 -200645
341 12 41 902 -202657
712 22 53 644 -207780
946 27 60 586 -210823
RMDP17 166 6 35 1616 -202281
319 11 40 1016 -204452
657 21 52 799 -208896
841 25 57 632 -211331
Succinoglycan 93 4 33 1816 -200689
183 7 37 1169 -201841
244 9 40 680 -202556
320 11 43 869 -203695
651 21 54 607 -207887
1168 32 67 538 -214596
Xanthan 192 7 35 1423 -201634
253 9 38 1082 -202623
333 12 41 855 -203739
773 23 53 580 -209431
910 27 57 512 -211414
MWAP71 58 2 32 2159 -201850
104 4 34 1718 -202437
196 7 37 1196 -203844
254 9 40 1101 -204650
321 11 42 1039 -205498
386 13 44 956 -206357
469 16 46 898 -207564
602 19 50 776 -209276
718 22 54 657 -210778
1023 28 63 677 -214714
1233 32 67 545 -217590
1532 38 75 475 -221486

Table S1. Description of the selected models: exopolysaccharide: EPS, total number of water
molecules: H20#, water content H20% (w/w); interlayer distance: Z (A); contact area

between the clay and the EPS: Sclay/eps (A?); and total energy: Et (kcal/mol).
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