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Abstract

Les développements récents des techniques de microdiffraction sur des sources de rayons X de synchrotron
de la troisieme génération permettent de caractériser les différents niveaux d’organisation structurale de
systémes biomacromoléculaires complexes. Ces outils de caractérisation, a I'échelle nanométrique,
viennent en complément des autres techniques telles que la diffusion des rayons aux petits angles. Le
nanofaisceau de rayons X de la ligne de lumiére ID13 a 'ESRF permet désormais d’étudier des éléments
de systemes macromoléculaires complexes a des résolutions spatiales inférieures a 100 nm. Une
caractéristique commune a ces systémes est la gamme d’échelles a laquelle ils sont ordonnés, allant du
nanomeétre au micrométre. L’exemple du grain d’amidon offre une illustration des applications de ces
développements méthodologiques.

Amidon, amylopectine, amylose, double hélice, céréales, tubercules, diffusion des rayons X aux
petits angles, diffraction.

Study of the starch granule structure by SAXS

Recent developments in the X-ray synchrotron radiation microdiffraction provide unique ways to characterize
the different levels of structural organizations of complex biomacromolecular systems. They complement the
suite of characterizations provided by small angle X-ray scattering (SAXS) experimentations. The X-ray
nanobeam of the ID13 beamline at the ESRF offers such opportunities. This article exemplifies throughout
the example of the starch granule how the complexity of a very complex macromolecular assembly of

biomolecules can be deciphered.
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Produit dans les plantes par la photosynthése du dioxyde
de carbone, I'amidon est un polysaccharide de réserve. Il est
présent en quantités importantes dans les céréales (riz, mais,
blé...), les légumineuses (haricots, pois...) et les tubercules
(pomme de terre, manioc, patate douce, igname...). Dans
les cellules végétales, I'amidon est synthétisé dans des
organites spécialisés dans le stockage des nutriments
glucidiques : les chloroplastes et les amyloplastes. Il s’y
présente sous forme de grains microscopiques (0,1-
200 um). Les granules d’amidon sont trés bien adaptés a un
tel stockage a long terme du fait de leur compacité, de leur
siccité* relative et de leur haute stabilité. Cette source
d’énergie essentielle n’est cependant devenue accessible
aux étres humains qu’une fois qu’ils eurent maitrisé le feu,
car les granules d’amidon brut sont si compacts qu’ils se
digérent difficilement. Pour accroitre leur digestibilité, il faut
cuire I'amidon : une fois chauffé, il devient soluble dans I'eau
(empois d’amidon) et assimilable par les enzymes du
métabolisme. On appelle gélatinisation la transformation de
I'amidon brut dans I’eau chaude : les granules gonflent et
éclatent en formant une péate. Lors du refroidissement ou
d’un stockage prolongé, la viscosité de la pate d’amidon
augmente du fait d’un phénoméne appelé rétrogradation qui
correspond a un phénomene de recristallisation de I’empois
d’amidon. La gélatinisation et la rétrogradation affectent le
comportement des composés contenant de I’'amidon.
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Si 'amidon est a la base de nombreux aliments, il est
aussi largement utilisé dans des domaines non alimentai-
res comme la papeterie, la pharmacie, ou en tant que
composant de matériaux biodégradables.

L’année 1833 marque le début de son étude scientifique
par la découverte du chimiste francais Anselme Payen qui,
aprés avoir découvert la diastaste, premiére enzyme
dégradant I'amidon, identifia la nature glucidique de ce
dernier. Cependant, bien des aspects n’ont pas encore été
élucidés, tels que la biosynthése du grain d’amidon ou sa
structure détaillée en termes d’organisation hiérarchique
d’éléments constitutifs [1].

Des études de fractionnement ont montré que I'amidon
est composé de deux types de macromolécules, I'amylose
et 'amylopectine, qui, bien que toutes deux constituées
d’unités glucidiques, sont organisées sous forme de chaines
polyméres selon des structures tres différentes (figure 7).
L’amylose est un polymeére essentiellement linéaire constitué
d’unités glucose associées par des liaisons o-(1-4).
L’amylopectine se présente sous forme d’une structure trés
dense formée par I'association de courtes chaines de
résidus D-glucose liés en a-(1-4) et connectées les unes
aux autres par des ramifications «-(1-6), ces derniéres
représentant 5 a 6 % de I'ensemble des liaisons. Selon
I’origine botanique, la masse moléculaire de I'amylopectine
peut atteindre 107-108 g/mol (i.e. une centaine de milliers de



Figure 1 - Motifs structuraux de base de I'amylose (a) et de 'amylopectine (b).
Le point noir symbolise la position de I’atome d’oxygene intracyclique d’une unité glucose.

résidus glucose), ce qui en fait la plus volumineuse des
macromolécules biologiques connues a ce jour.

Bien que de morphologies et des tailles tres différentes,
les grains d’amidon possedent une caractéristique com-
mune : observés par microscopie en lumiére polarisée, ils pré-
sentent une « croix de Malte » caractéristique (figure 2). Ceci
traduit I’existence d’un certain ordre interne qui résulte de la
présence de domaines cristallins disposés a I'intérieur du
grain ; leur axe principal est perpendiculaire aux surfaces de
croissance. Cette croix disparait progressivement quand les
granules sont chauffés dans I'eau en exceés, traduisant une
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perturbation de cet ordre. Les propriétés physiques de I'ami-
don - stabilité et transformation de phase, ou passage de
I’état granulaire a I'état de gel — sont directement liées a
cet ordre macromoléculaire.

Ultrastructure du grain d’amidon

L’ultrastructure du grain d’amidon a été étudiée le plus
souvent apres hydrolyse enzymatique ou marquage
chimique. Une organisation de type « oignon » formée de
couches concentriques décrites comme étant « amorphes »
ou «semi-cristallines » a été mise en évidence par
microscopie électronique de grains d’amidon partiellement
hydrolysés. Ces couches qui ont une épaisseur variant de
100 a 400-800 nm correspondraient aux anneaux de
croissance du grain. Les anneaux « semi-cristallins » ont
eux-mémes une organisation lamellaire interne qui
résulterait d’'une superposition de couches amorphes et
cristallines formant des lamelles paralleles aux anneaux
de croissance et d’une épaisseur de plusieurs centaines
d’angstroms. La distance de répétition des lamelles a été
évaluée par diffraction des rayons X aux petits angles a 9-
10 nm. Cette épaisseur, qui est la somme des épaisseurs
d’une lamelle amorphe et d’une lamelle cristalline, semble
étre une caractéristique universelle des grains d’amidon,
quelle que soit leur origine botanique (figure 3).

A partir de données de microdiffraction de rayons X
enregistrées sur grains uniques, il a été proposé que ces

Semi-cristalline

Figure 3 - Anneaux de croissance formés par une alternance de régions amorphes et semi-cristallines. Image de microscopie électronique
a transmission d’une coupe de grain d’amidon de malis (a) ; schéma de I'organisation en « oignon » constituée de strates concentriques
alternativement amorphes et semi-cristallines (b), et de la structure lamellaire interne, représentant une organisation en grappe de I’'amylo-
pectine et d’un enchevétrement possible entre une chaine d’amylose (rouge) et des composantes en double hélice de I'amylopectine (c).
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domaines semi-cristallins forment un réseau de super-
hélices (de chiralité gauche).

Polymorphisme cristallin

Les amidons natifs peuvent étre classés en trois groupes
selon leur diagramme de diffraction des rayons X. Une forme
dite de type A correspond aux amidons de céréales [2] ; celle
de type B caractérise les amidons de tubercules ou riches
en amylose [3]. Les amidons de légumineuses donnent un
diagramme de type C, qui correspond a un mélange des

Figure 5 - a) Microcristaux d’amylose recristallisée de type A (cliché CERMAV,
microscopie électronique a balayage) ; b) structure de la double hélice. Repré-

deux types cristallins A et B. Les taux d’hydratation jouent un sentation partielle du contenu de la maille cristalline.

réle important dans la cristallinité du grain d’amidon (qui
varie de 15 a 45 %), I'absorption en eau dépendant de
I’origine botanique, du génotype et du degré d’organisation
des grains. Les amidons de type A absorbent moins d’eau
que ceux de type B. On observe une augmentation de
'intensité des pics de diffraction des rayons X avec
I’augmentation de la teneur en eau des grains. Ces résultats
peuvent s’interpréter par un alignement des cristallites qui
résulterait de I'expansion de la phase amorphe inter-
cristalline [4].

Une structure en double hélice

Bien que ces structures cristallines jouent un role
important dans ses applications, la cristallinité des grains
d’amidon natifs est trop faible pour que leurs structures
tridimensionnelles puissent étre directement déterminées.
C’est la raison pour laquelle des cristaux modeéles de
plusieurs micrometres ont été préparés a partir de chaines
courtes d’amylose, leur structure étant transposée a celle
des cristallites présents dans les grains natifs. Ces cristaux
de dimensions micrométriques (10-15 um de longueur, 3 um
d’épaisseur) et diffractant jusqu’a une résolution de 1,3 A ont
été étudiés sur la ligne de microdiffraction ID13 de 'ESRF
(figure 4).

ID13, ESRF Microbranche
Nanobranche

Source

focus ]:

Figure 4 - La ligne de microfocus ID13 a 'ESRF permet des études
de diffraction en balayage grace a des faisceaux de rayons X
monochromatiques trés focalisés.

Une premiére station expérimentale, située a 46 m de la source de lumiére, est
utilisée pour les études structurales au niveau micrométrique. Les études a
I’échelle nanométrique sont réalisées au sein d’une deuxieme station
expérimentale située a 100 m de la source de lumiére. Le fonctionnement de ces
stations se fait en alternance, les tailles de faisceaux utilisées variant de 0,1 a
10 pm.

La résolution de la structure cristaline a permis
de confirmer le modéle structural obtenu par analyse d’un
diagramme de diffraction de fibre et par diffraction
électronique sur des cristallites préparés de novo [5]. Les
motifs structuraux sont constitués de doubles hélices, de
chiralité gauche, qui s’orientent de maniére paralléle au sein
du cristal. La localisation précise des molécules d’eau permet

701 I'actualité chimique - octobre-novembre 2011 - n°® 356-357

de décrire avec précision le réseau tres dense de liaisons
hydrogene qui explique la densité élevée de la maille
cristalline, et ce en relation avec la forte thermostabilité. C’est
la premiére fois que la structure d’un biopolymere est résolue
de cette maniere et a cette résolution spatiale (figure 5).

Ces résultats représentent une avancée méthodologique
importante. lls apportent aussi de nouvelles informations sur
I’orientation des extrémités réductrices des chaines lors de
la croissance cristalline, la densité de la maille cristalline,
I’hydratation et le réseau de liaisons hydrogéne. lIs confirment
les modéles de structure en double hélices qui avaient été
établis de maniére indirecte pour les amidons de type A
par des méthodes de simulation numérique. Ces résultats
confortent également les constructions de complexes
macromoléculaires qui avaient été proposées, en particulier
au niveau de lamelles nanoscopiques qui peuvent étre
constituées de plusieurs centaines de structures en double
hélices.

Des organisations structurales
sur cinq ordres de grandeur

Les connaissances précises établies a I'échelle de 5 a
10 nm ne concernent pas les orientations relatives que
peuvent prendre ces composantes cristallines au sein d’un
grain d’amidon. Des développements récents d’une
méthode de microdiffraction de rayons X a balayage
permettent désormais d’établir une véritable cartographie de
la nature et de I'orientation relative des domaines cristallins
[6-8]. Les cartographies les plus précises indiquent
I’orientation des structures en double hélice, qui ne pointent
pas vers un seul endroit, mais semblent plutét s’orienter vers
la surface d’un ellipsoide interne. L’orientation des doubles
hélices est radiale, c’est-a-dire, perpendiculaire a la surface
du grain, ce qui est en accord avec les conclusions tirées
des données, beaucoup moins précises, des études de
biréfringence. Aucune discontinuité d’orientation n’appa-
rait a une résolution de 10 microns, ce qui traduit un
changement graduel d’orientation des éléments diffractants
(figure 6). Ces études ont également permis de mettre en
évidence la coexistence, au sein d’'un méme grain d’amidon
de pois ridé, des deux allomorphes A et B et de préciser leur
localisation respectivement périphérique et centrale dans le
grain. A un niveau supérieur d’organisation structurale, des
études menées par microscopie électronique ont conduit a
émettre I’hypothése de « blocs élémentaires » dénommés
« blocklets » [9].

Alors que ce type de cartographie peut étre désormais
obtenu a I'aide d’un faisceau de 0,5 micron de diameétre, les
progrés techniques et le controle de la taille du faisceau
permettront bientét de mener des explorations structurales
a une résolution de 0,1 micron (figure 7).



Figure 6 - Etude par microdiffraction de rayons X a balayage d’un grain
d’amidon de Phajus grandifolius de dimensions : 50 x 200 pm [10].
Photomontage représentant sur une image de microscopie électronique a balayage (a)
le diagramme de diffraction de rayons X caractéristique de la structure
tridimensionnelle de I'amidon enregistré a I'aide d’un faisceau d’un micron, en
périphérie d’un grain d’amidon de tubercule. La largeur azimutale de la réflexion (1 0 0)
a d: 1,58 nm indique le degré élevé de I'ordre cristallin local (b); I’ensemble des
diagrammes de diffraction qui ont été obtenus sur un méme grain des domaines
cristallins (c). La cartographie des domaines cristallins a été obtenue selon une grille de
4 x 4 um, en utilisant un faisceau de rayons X de 1 ym. La surface ainsi explorée sur un
seul grain d’amidon est supérieure a 5 000 umz. L’analyse de cette surface permet de
déterminer la nature de la cristallinité et les variations de I'orientation des domaines
cristallins au sein d’un seul grain (d). Dans la cartographie de I'orientation des domaines
cristallins, le sens de la fleche indique I'orientation de ces domaines (selon leur axe de
fibre) et leur distribution au sein d’'un méme grain (e). La longueur des fleches reflete
I'orientation de I'axe de fibre de I'élément diffractant. L’expérience a été réalisée a
100 °K afin de limiter la dégradation du grain dans le faisceau de rayons X.
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Figure 7 - Le nanogoniomeétre est un diffractometre de rayons X
a balayage offrant une trés grande résolution spatiale.

Installé dans la deuxieme station expérimentale de la ligne ID13, le
goniométre est utilisé avec des faisceaux de rayons X de 100 a 300 nm de
diameétre. Le maintien de la stabilité mécanique et le positionnement
de I’échantillon requierent une stabilité thermique au dixieme de degré.
Les vibrations thermiques sont minimisées par une construction de type
« shell-core » du support en granit.

Double hélice Lamelle

Unité de glucose

Anneaux de croissance

Figure 8 - Les différents niveaux d’organisation structurale couvrent cing ordres de grandeur.

En partant de la gauche : (a) I'unité de base D-glucopyranose (0,5 nm) ; (b) double hélice a brins paralleles (5 nm) (diffraction de fibre et microdiffraction X) [2-3] ;
(c) nanocristaux lamellaires (épaisseur 6 nm, surface 1 000 nm2) (microscopie électronique) [11] ; (d) organisation supra-hélicoidale de nanocristaux lamellaires
de diameétre 18 nm, pas 10 nm (SAXS et WAXS) [8]; (e) microgranules (20-500 nm) (microscopies électronique et a force atomique) [9] ; (f) anneaux de
croissance, alternance de domaines amorphes et semi-cristallins (nm) (microscopie électronique a transmission) ; (g) orientation relative de domaines semi-
cristallins (microdiffraction X), organisation sphérolitique au sein du grain et orientation radiale des lamelles cristallines (microscopie optique).

Bien avant la découverte des rayons X, le chimiste Carl
Naégeli reconnaissait en 1858 que I'étude du grain d’ami-
don ouvrait la voie a une nouvelle discipline: celle de
la mécanique moléculaire des systemes organisés. S’il
préfigurait en cela ’émergence de la « matiere molle », il
serait certainement surpris de constater que plus de 150 ans
plus tard, I'architecture complexe du grain d’amidon reste
encore partiellement inconnue. Des données structurales ont
été établies qui couvrent cing ordres de grandeur (figure 8).
Certaines d’entre elles sont fermement établies, d’autres

sont encore sujettes a caution. Une compréhension des liens
hiérarchiques qui existent entre les différents niveaux
d’organisations structurales est incomplete, ce qui limite
d’autant les avancées dans notre compréhension des voies
de biosynthése de ces architectures de grande complexité.
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