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: Acétates alditols partiellement méthylés

: Acide désoxyribonucléique

: Arabinogalactane

: Acides gras a chaines courtes

: Arabinogalactanes protéine (s)

: Alanine

: Oses acides

: Polysaccharidique acide

: Arabinose

: Anthénée Saint Joseph Antsirabe

: Acide soluble polysaccharide

: Standard test method for loss on heating of oil and asphaltic compounds
: Acide trifluoroacétique

: Acide uronique

: Agence universitaire de la francophonie

: Butylhydroxyanisole

: Butylhydroxytoluéne butylé

: Bis triméthysilyle trifluoroacétamide

: Degré Celsius

: Acétate butyrate de cellulose

: Crassulacean acid metabolism

: Cyclodiamine tetraacide acétique

: Chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur de masse
: Chelating soluble polysaccharide

: Distortionless enhancement with polarisation transfer
: Dihydroquercétine

: Degré de méthylation

: Dimethylsulfoxyde
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: Glycoside-hydrolases

: Glucose

: Acide glucuronique
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: Glutathion peroxydase
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: Réplication du rotavirus humain

: Herpes simplex virus

: Hydroxyproline
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: Litre
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: Mannose
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: Méta-hydroxybiphényle
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: Masse molaire moyenne en poids

: Nicotinamide adénine dinucléotide
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: Natural Killer

: Nanometre
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: Oses neuters

: Gallate de propyle

: Polygalacturoniques
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: Rhamnogalacturonane I

: Rhamnogalacturonane 11
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: Hydrodynamique rhadius
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: Rotation par minute
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: Chromatographie d’exclusion stérique
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: Sérine

: Superoxyde dismutase

: Tert-butylhydroquinone

: Acide trifluoroacétique

: Thréonine

: Trimethylchlorosilane

: Triméthylsilyle

: Température optimale

: Unité mixte de recherche Centre national de la recherche scientifique
: Vuris Immunodéficience Humaine

: Water Soluble Polysaccharide

: Xylose

: Rapport de Rayleigh

: Concentration de polymere (g/mL)

: Rayon de giration (nm)

: Indice de réfraction du solvant
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: Nombre d’Avogadro
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: Second coefficient du viriel

: Taux de cisaillement "shear rate" (s™)

: Viscosité dynamique (Pa.s)

: Force de frottement visqueux (N)

: Surface en contact avec le fluide (m?)

- Différence de vitesse entre les deux couches (m.s™)
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: Constante de temps (s)

: Indice de fluidité

: Déformation (s™)

- Amplitude de la déformation (s™)

: Fréquence (rad.s™)

: Contrainte (Pa)

: Amplitude de la contrainte (Pa)
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: Pourcentage
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INTRODUCTION GENERALE

L’ile de Madagascar est située entre le 12°™ et le 26°™ degré de latitude sud, dans
I’Océan Indien. Elle est connue pour sa richesse biologique et notamment pour sa flore
endémique. Cette flore endémique qui n’a pas encore livrée tous ses secrets est une richesse
encore peu valorisée pour la population malgache. Elle est par ailleurs fortement menacée par
I’exploitation forestiere, I’agriculture et I’arrivée de nombreuses especes €trangeres invasives.
La situation économique trés dégradée de Madagascar ou une partie importante de la
population vit sous le seuil de pauvreté ne fait qu’aggraver cette situation et rend urgent la

mise en place de collaborations internationales dans le cadre d’études ethnobotaniques.

A Madagascar, la médecine traditionnelle a base de plantes (souvent endémiques)
coexiste avec la médecine moderne. Comme dans tous les pays en voie de développement,
elle est plus accessible pour une part importante de la population qui n’a pas ou peu acces aux
traitements médicamenteux modernes pour des raisons financiéres. L’industrie
pharmaceutique s’intéresse de longue date a ces traitements traditionnels dont certains ont
permis 1’identification de nouvelles molécules thérapeutiques. Il est donc indispensable
d’explorer et d’exploiter ces plantes médicinales afin de donner une base scientifique a leur
utilisation qui reste encore aujourd’hui basée sur des connaissances empiriques. La
détermination des activités biologiques des végétaux permet ainsi la vérification et la
justification de leurs utilisations traditionnelle par I’homme. C’est sur la base de ce constat
que I’Université d’Antsiranana (Diego Suarez — Madagascar) collabore depuis 2007 avec
I’Institut Pascal (UMR CNRS 6602) de 1’Université Blaise Pascal (Clermont Ferrand France).
Les travaux réalis€s en collaboration entre les deux équipes et partiellement financés par des
programmes de recherche internationaux (AUF Océan Indien) visent a identifier, caractériser
et mettre en ceuvre des polysaccharides issus de macroalgues marines et de plantes terrestres

endémiques de Madagascar pour leurs propriétés biologiques et technofonctionnelles.

Les polysaccharides hydrosolubles, souvent qualifiés d’hydrocolloides, sont des
substances mucilagineuses extrémement répandues et couramment extraites de tissus animaux
(glycosaminoglycanes, chitine,...), de microorganismes bactériens ou fongiques (xanthane,
gellane, curdlane, scléroglucanes....) de micro- et macroalgues marines (carraghénanes,

alginates, porphyranes,....) ou encore de plantes terrestres telles que les plantes succulentes,

1



Introduction générale

les plantes a gommes et autres (pectines, gomme arabique, guar....). Ces polymeéres d’oses de
trés grandes tailles sont utilisés dans les secteurs agro-alimentaires, cosmétiques et
thérapeutiques pour leurs propriétés biologiques, stabilisantes, épaississantes et gélifiantes.
L’inventaire des structures existantes est trés incomplet et son évolution réguliere est souvent
associée a des succes commerciaux, allant des marchés de niche (cosmétique, nutraceutique) a
des applications plus larges (agroalimentaire, adhésifs, matériaux biosourcés,.....). Dans ce
contexte la caractérisation des polysaccharides de Cactées peut étre une source d’innovation.
En effet, la capacité de cette catégorie de plantes terrestres a piéger et stocker 1’eau est
fortement corrélée a leur teneur en hydrocolloides hydrophyles. Cette spécificité fait de ces
plantes de trés bons candidats pour la recherche de nouveaux polysaccharides porteurs
d’activités biologiques et/ou de propriétés technofonctionnelles originales, d’autant plus qu’ils
sont fréquemment utilisés comme plantes médicinales.

C’est ainsi que, dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles malgaches, nous
nous sommes intéress€s aux extraits hydrosolubles de Cereus triangularis (Cactacées), une
plante malgache non endémique, utilisée traditionnellement pour ses nombreuses propriétés
thérapeutiques et connue sous le nom vernaculaire « Fakatsilo » ou « 50 maladies ». Cereus
triangularis (Cactacées) est un cactus épiphyte des zones tropicales seches. A Madagascar,
des décoctions de ses cladodes riches en polysaccharides sont couramment consommeées pour
soulager certains désordres digestifs. Au début de cette thése, aucune étude ne s’était
intéressée au potentiel de cette plante trés répandue comme source d’hydrocolloides. Ce
travail de doctorat a donc consisté a isoler, identifier et caractériser les polysaccharides
hydrosolubles issus de cette plante puis a tester leurs propriétés biologiques (prébiotique et
antioxydant) et techno fonctionnelles (propriétés rhéologiques) afin de wvalider leurs

utilisations empiriques par ’Homme.

Ce manuscrit s’articule autour de trois grandes parties. Dans un premier chapitre, une
synthése bibliographique nous a permis de mieux cerner quelques aspects de taxonomie
propres aux plantes succulentes. Les polysaccharides de paroi végétale ainsi que leur diversité
structurale et leurs propriétés biologiques ont ensuite été traités. Une seconde partie intitulée
matériels et méthodes décrit les principales techniques utilisées dans cette étude. Enfin, un
troisieme chapitre résultats et discussion présente et discute les résultats obtenus. Ces
différents chapitres sont précédés d'une introduction et suivis d'une conclusion accompagnée

des perspectives qui se dégagent de ce travail.
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1.1. GENERALITES SUR LES CACTUS

1.1.1. Définition

Le mot cactus vient du grec ancien kdxtog / kdaktos, désignant le chardon. Les Cactacées
(également rencontrées sous I’appellation Cactées) sont des plantes grasses, vivaces, terrestres
ou arboricoles. On les qualifie de plantes xérophytes. Ce terme signifie qu’elles stockent dans
leurs tissus des réserves de «suc» pour faire face aux longues périodes de sécheresse
(Habibi, 2004). On y rencontre des plantes de formes variées telles que des spheres, des
cylindres, des cones renversés, des oves et des prismes. Leurs fleurs sont construites un peu
comme celles du Nénuphar avec de nombreux pétales prenant insensiblement la forme de
sépales. Leurs fleurs sont hermaphrodites et solitaires, rarement groupées en panicule qui est
une inflorescence composée, formée par une grappe de grappes sur un axe simple. Elles
admettent un axe de symétrie (symétrie radiaire) et sont actinomorphes ou faiblement
zygomorphes dans la mesure ou elles ne possédent qu'un plan de symétrie (symétrie
bilatérale) (Lavastine, 1947). Leurs tiges, leurs rameaux, lorsqu’elles en possédent, sont
généralement anguleux, garnis de cotes, de bossettes et de verrues disposées en lignes droites
ou en spirales, hérissés d’aiguillons plus ou moins groupés. Dans leur ensemble, on peut
répartir les Cactées en deux groupes, suivant qu’elles ont des graines a enveloppe mince ou
des graines a enveloppe épaisse et dure (Fournier, 1954). Les premicres de ces graines sont en
général trés petites, les secondes, plus grosses, ressemblent assez a de trés petits noyaux de

cerise et ne sont gueére moins résistantes (Fournier, 1954).

1.1.2. Classification des Cactus

Les cactacées sont des plantes vasculaires dans les groupes des phanérogames (plantes a
fleurs) et dans la classe des angiospermes (plantes a graines renfermées dans un fruit),
dicotylédones, dialypétales (ses pétales ne sont absolument pas soudés), caliciflores (plantes
dont les étamines sont insérées sur le calice) de 1’ordre des Caryophyllacées (Wallace, 1995 ;

Butterworth et al., 2002).

L'appartenance a la famille des Cactacées se détermine par trois crit€res principaux :

- Les points végétatifs sont des aréoles, c'est-a-dire des sortes de dépressions dans 1'épiderme,
garnis de laine ou de duvet leur donnant l'aspect de petits coussins, d'ou sont issus les
segments ou rejets, les fleurs et les feuilles réduites que sont les épines et les glochides (petits
aiguillons barbelés tres irritants pour la peau trouvés sur certaines plantes). L'existence

d'aréoles est le criteére le plus employé par I'amateur pour 1’identification, d'abord parce qu'il
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n'est pas nécessaire d'attendre la floraison et la fructification pour les observer, ensuite parce
que, contrairement aux deux autres critéres, les aréoles n'existent dans aucune autre famille de
plantes.

- L'ovaire doit étre infere, c'est-a-dire qu'il doit étre situé sous les pieces florales (sauf chez
quelques cactus trés primitifs comme Pereskia aculeata).

- Le fruit doit étre une baie a une seule loge, il n'existe pas de cloisons internes séparant les

graines ou groupes de graines.

1.1.3. Les trois grandes sous-familles de Cactus

La famille des Cactaceae, comprenant environ 2500 espéces réparties en pres de 90 genres,
est subdivisée en trois sous-familles : les Péreskioideae, les Opuntioideae et les Cactoideae
(Griffith et Porter, 2009; Kirkpatrick ef al., 2009 ; Rebman et Pinkava, 2001). Ces 3 sous-
familles (Figure 1) partagent la méme capacité a stocker I’eau et en tant que telles, sont
qualifiées de plantes succulentes (Oldfield, 1997). Toutes les plantes succulentes ne sont pas
des Cactus. Ce sont des familles de plantes qui ont adopté les mémes méthodes de lutte contre

les périodes de sécheresse, comme les Asclepiadaceae ou les Crassulaceae.

I FAMILLE -Cactaceae |

Y
| SOUS-FAMILLE |
Y y !
Pereskioideae Opuntoideae Cactoideae

[ Pereskia ] [ Ountia '- [ Echinocactus } [ | Ce'?” ]

Figure 1: Classification des cactus (Kirkpatrick ez al., 2009).
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1.1.3.1. Sous-famille des Pereskioideae

La sous-famille des Pereskioideae (Pereskia.) regroupe des arbres, des arbustes ou des lianes
subsucculentes aux feuilles caduques saisonniérement mais bien developpées. Leurs tiges sont
droites dépourvues de glochidies, et leurs graines noires sont dépourvues d'arille (un arille est
une enveloppe charnue plus ou moins développée autour d'une graine). Excepté en ce qui
concerne un point commun relatif a la floraison (les fleurs poussent sur les aréoles), leur
relation avec le reste de la famille est difficile a établir.

La sous-famille Pereskioideae comprend environ 25 especes regroupées en un seul genre : le

genre Pereskia (Anderson, 2001, Leuenberger, 1986).

1.1.3.2. Sous-famille des Opuntioideae

La sous-famille des Opuntioideae se caractérise par des arbres, des arbustes ou des sous-
arbrisseaux aux feuilles rapidement caduques sur les jeunes pousses. Les fleurs sont de formes
conique ou cylindrique et les tiges sont plus ou moins cylindriques et pourvues de glochidies
(Ie terme glochidie désigne des poils rigides). Les graines sont couvertes d’un arille pale et
dur. Cette sous-famille regroupe environ 17 genres parmi lesquels le genre Opuntia est le plus
répandu et connu sous le non de figuier de barbarie (Arba, 2000; Habibi, 2004). Les especes
du genre Opuntia poussent avec des articles plats en forme de raquettes appelés cladodes. Ces
plantes portent de grandes et fortes épines assurant un role défensif, mais aussi des glochides.
Elles recouvrent aussi les fruits. Les Opuntia sont parfois appelés «Cactus raquettes» en
raison de la forme de leurs cladodes ou encore dans leurs régions d'origine « Nopal » ou
«Nopales». Certaines especes d'Opuntia donnent des fruits comestibles. Ainsi Opuntia ficus-
indica produit les figues de Barbarie qui font I’objet d’une production commerciale dans de

nombreux pays.

1.1.3.3. Sous-famille des Cactoideae

La sous-famille des Cactoideae, a laquelle appartient le genre Cereus, regroupe de nombreux
genres aux feuilles absentes ou vestigiales (feuilles subissent une régression phylogénétique)
et rapidement caduques. Les tiges sont trés succulentes, sphériques a cylindriques ou
colonnaires (ayant la forme d’une colonne, sans bras, telles que les especes du genre Cereus)
et dépourvues de glochidies (Mauseth, 2006). Les graines sont noires ou brunes et non
enveloppées par un arille dur. Cette sous-famille, regroupant environ 117 des genres, est

subdivisée en neuf tribus. Il a été décrit que les cladodes du genre Cereus jamacarus et les
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fruits du genre Cereus undatus contiennent des pectines (Oliveira et al., 2013 ; Liaotrakoon,

2013).

1.2. GENERALITES SUR LE GENRE CEREUS

1.2.1. Biologie et écologie florale du genre Cereus

Le genre Cereus de la famille des Cactacées (sous-famille des Cactoideae) regroupe une
quarantaine d'especes toutes natives d'Amérique du Sud et des Antilles. En 2005, Anderson a
listé les différentes especes du genre Cereus telles que Cereus argentinensis, Cereus bicolor,
Cereus braunii, Cereus cochabambensis, Cereus comarapanus, Cereus fernambucensis,
Cereus hankeanus, Cereus hexagonus, Cereus hildmannianus, Cereus insularis, Cereus
jamacaru, Cereus lamprospermus, Cereus lanosus, Cereus pachyrhizus, Cereus pierre-
braunianus, Cereus roseiflorus, Cereus stenogonus, Cereus tacuaralensis, Cereus
trigonodendron, Cereus validus, Cereus vargasianus, Cereus adelmarii, Cereus aethiops,
Cereus estevesii, Cereus haageanus, Cereus kroenleinii, Cereus phatnospermus, Cereus
saddianus, Cereus spegazzinii, Cereus albicaulis, Cereus mirabella, Cereus fricii, Cereus
horrispinus, Cereus huilunchu, Cereus mortensenii, et Cereus repandus (Anderson, 2005).

Ce genre s'est principalement diversifi¢ au Brésil, mais demeure trés répandu du Mexique et
des Caraibes, a I'Argentine. Ces plantes grasses ont une forme de cierges arborescents ou
arbustifs, habituellement dressés, mais parfois rampants et constitués de plusieurs tiges
capables d'atteindre 15 m de hauteur (C. Ilamprospermus, C. hexagonus, et C.
trigonodendron). 11 existe de nombreuses variations au sein d'une méme espece entrainant des
confusions fréquentes dans la nomenclature. De plus, les noms adoptés par les botanistes ne
correspondent pas toujours a ceux employés dans le milieu horticole. Initialement, les
botanistes ont utilisé le genre Cereus afin de positionner de nombreuses nouvelles especes de
cactus du Nouveau Monde. Il est ainsi devenu un genre important qui englobait de
nombreuses especes. Avec 1’avancée des méthodes de classification et de taxonomie,
certaines especes ayant des caractéristiques communes ont été retirées du genre Cereus et
regroupées dans de nouveaux genres, tels que Hylocereus et Selenicereus. Britton et Rose
(1919 ; 1923) et Berger (1905; 1929) ont également divisé le genre Cereus en créant les
genres Echinocereus, Cereus (Lepidocereus et Eucereus comme sous genres), Pilocereus,
Porocactus, Cleustocactus, Eulychinia et Myrtillocactus. Les différentes espéces appartenant
au genre Cereus tel que définis par Anderson (2005) sont celles qui répondent le mieux aux

critéres de classification de ce genre.
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Les Cereus présentent des vagues successives de floraisons entre mai et octobre dans
I'hémisphere nord (Barbeau, 1990; Weiss et al., 1994; Nguyen, 1996; Nerd et Mizrahi, 1997;
Ortiz-Hernandez, 1999). Par contre a la Réunion et a Madagascar, les Cereus fleurissent
durant I’été austral (de novembre a avril) pendant lequel les floraisons sont cycliques et
¢talées. Le nombre de vagues de floraisons dépend de 1’espéce. On en compte 7 a 8 pour
I’espece Cereus a fruits rouges (Cereus purpusii) contre 5 a 6 pour I’espéce Cereus a fruits
blancs (Cereus undatus). Trois a quatre semaines espacent deux vagues de floraison (Barbeau,
1990; Bellec et Judith, 1999). Les délais entre 1’apparition du bouton floral (phase I d’une
durée de 15-20 jours) et entre I’anthése de la fleur et la récolte du fruit (phase II d’une durée
de 30 jours) sont treés courts.

La reproduction des clones allogames des différentes especes du genre Cereus est assurée la
nuit par des chauves-souris pollinivores (Nerd et Mizrahi, 1997; Herrera et Martinez, 1998)
ou par des especes de papillons de I’espéce Sphingidae Maduca (Daudresse, 1999). 1l ne
semble pas y avoir de probléemes majeurs de fructification dans les principaux pays
producteurs (Amérique Latine et Asie) (Barbeau, 1990; Nguyen, 1996; Jacobs, 1998). La
déhiscence (ouverture spontanée d’organes végétaux clos) des anthéres a lieu quelques heures
avant I’ouverture complete de la fleur. Les grains de pollen sont trés nombreux, lourds et peu
pulvérulents. La fleur s’ouvre en début de nuit aux alentours de 20h00 et le stigmate domine
alors les étamines. Les fleurs ne s’épanouissent qu’une seule fois et se referment (fécondées
ou pas) pendant la matinée du lendemain de 1’anthése (période pendant laquelle une fleur est
complétement ouverte et fonctionnelle). Les jours suivants, les pétales se ramollissent puis se
desséchent progressivement. La base des fleurs non fécondées jaunit et elles chutent 4 a 6
jours apres la floraison tandis que la base des fleurs fécondées reste verte et augmente de
volume. Ensuite, les fleurs se développent et donnent des fruits (Le Bellec et al., 2006). Dans
certains pays (Israél, Afrique du Sud, Madagascar, Réunion et Antilles), la production
naturelle de fruits par des clones de C. undactus et C. purpusii est quasi inexistante (Le Bellec
et Renard, 1997). L’auto incompatibilité¢ (Raveh et al., 1993) des clones de ces deux especes
et/ou I’absence de pollinisateurs efficaces sont a 1’origine de ce phénomeéne (Le Bellec,
1993;Weiss et al., 1994). Les abeilles (4Apis mellifera) sont tres attirées par le pollen des fleurs
des différentes espéces de Cereus (Le Bellec et al., 2006). Les visites répétées de ces insectes

peuvent améliorer leur fécondation (Weiss et al, 1994; Nerd et Mizrahi, 1997).
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1.2.2. Multiplication et plantation des espéces appartenant au genre Cereus
La multiplication des especes appartenant au genre Cereus peut étre réalisée par bouturage ou
par semis de graines (Barbeau, 1990; Fouqué, 1969). Le bouturage est une méthode efficace
et préférable car il permet de multiplier fidelement la variété. De plus, la mise a fruits est
rapide et survient moins d’un an aprés le bouturage contre trois ans pour les plantes issues de
semis. Enfin, la rusticité des espéces de Cereus permet de réaliser un bouturage directement
au champ a condition de prendre des boutures en repos végétatif d’au moins 50-70 cm de
longueur (Nguyen, 1996). Il est également nécessaire d’assurer un arrosage régulier afin de
permettre I’enracinement. Toutes ces conditions conduisent a des taux de reprise de 1’ordre de
90 % (Le Belle et Judith, 1999). Les distances de plantation recommandées dépendent du type
de tuteur choisi. En palissage verticale, des espacements de 2 a 3 m sur la ligne de plantation
et de 4 a 5 m entre deux lignes sont requis (soit entre 2000 et 3750 boutures par ha, a raison
de 3 boutures par tuteur) (Barbeau, 1990; Nguyen, 1996). Les densités sur palissage
horizontal et sur plan incliné sont beaucoup plus élevées puisque les boutures sont implantées
tous les 50-75 cm autour de la table de production qui est la parcelle de terrain destinée a la
plantation (6500 boutures par ha) ou tout du long du plan incliné (5000 boutures par ha) (Le
Bellec et Judith, 1999).
1.3. DESCRIPTION DE L’ESPECE CEREUS TRIANGULARIS
1.3.1. Classification de Cereus triangularis
Taxonomie de Cereus triangularis selon Bauer (2003).

Régne : Plantae

Embranchement : Tracheophyta

Classe : Spermatopsida

Ordre : Caryophyllales

Famille : Cactacées

Genre : Cereus

Espéce : Cereus triangularis Mill.
L’espece Cereus triangularis est une espece de cactus de la sous famille des Cactoidées et du
genre Cereus. A Madagascar, cette espece est sauvage. Elle a été récemment domestiquée

pour des usages ornementaux et/ou thérapeutiques.

1.3.2. Exigences écologiques de Cereus triangularis
Cereus triangularis se rencontre dans des régions a pluviométrie extréme (340 a 3500 mm/an)

et a des altitudes allant jusqu’a 2750 m (Le Bellec et al., 2006). Cette espeéce peut supporter

8
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de fortes chaleurs, allant jusqu’a 38-40 °C (Barbeau, 1990); tandis que des températures
inférieures a 12 °C peuvent provoquer des nécroses sur les tiges comme on I’observe chez
d’autres especes du méme genre (Erwin, 1996). Un ensoleillement trop important et une
alimentation en eau insuffisante provoquent des brilures sur les tiges (Raveh et al., 1998). Par
contre un exceés d’eau déclenchera la chute des fleurs et des jeunes fruits (Barbeau, 1990; Le
Bellec et Renard, 1997). Les genres Cereus y compris 1’espéce Cereus triangularis peuvent
s’adapter a de nombreux types de sols pourvus qu’ils soient drainants (Barbeau, 1990;

Barcenas, 1994; Nguyen, 1996; Luders, 1999).

1.3.3. Biologie de Cereus triangularis

Cereus triangularis est une plante rampante ou grimpante (dite plante lianescente), semi-
épiphyte originaire d’Amérique centrale dont la croissance nécessite un support naturel ou
artificiel (arbres, poteaux en bois ou en béton) (Bosser et al., 1984 ; Rondon, 1998 ). Elle
s’accroche a ces derniers grice a des racines adriennes. Les longues tiges de Cereus
triangularis ont trois arétes charnues vertes et peuvent mesurées jusqu’a 4 metres de
longueur. Les bords des tiges sont dentelés et portent de fines épines se trouvant dans des
aréoles (nombreuses petites excroissances de la plante a partir desquelles partent en faisceau
les épines, des poils laineux, les feuilles, les méristémes des nouveaux rameaux et les fleurs.)
(Figure 2). La fleur est dite « parfaite » ou bisexuée (hermaphrodite), c'est-a-dire qu’elle
contient a la fois des ¢tamines et pistils blancs ou roses. Elle mesure jusqu’a 20 cm de long
(Figure 2). Elle s'épanouit la nuit et exhale une odeur attirant les insectes et les chauves-
souris qui agissent généralement comme pollinisateurs. Aprés la pollinisation, les fruits se
développent, en fonction de la température (Infante, 1997). Les fruits sont de forme ovoide et
de couleur rouge foncé a maturité. Cereus triangularis, a ét¢ souvent nomme a tort Cereus

undatus, un cactus trés similaire (Bauer, 2003 ; Morton, 1987; Nicolas, 2012).
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Figure 2 : Cereus triangularis (a) la plante, (b) les cladodes, (¢) cladodes en coupe, (d) les
fleurs (Source : I’auteur en octobre 2015)

1.4. LES POLYSACCHARIDES DE PAROI VEGETALE

Les biopolymeres d’origine naturelle peuvent étre classés en 8 grandes familles incluant les
acides nucléiques, les polyamides, les polyoxoesters, les polythioesters, les polyesters
inorganiques, les polyisoprénoides et les polysaccharides. Ces derniers ont été identifiés chez
une multitude d’organismes allant des bactéries aux animaux en passant par les plantes
supérieures, les champignons, les micro- et macroalgues. Les polysaccharides sont 1’'une des
familles de biomolécules les plus diversifiées en termes de structure. Cette grande variabilité
structurale provient du nombre important de motifs monosaccharidiques disponibles
(principalement des hexoses et des pentoses) et de la possibilit¢ de réaliser des liaisons
glycosidiques entre le groupement hydroxyle anomérique d’un ose et n’importe lequel des

groupements hydroxyles d’un autre monosaccharide. A titre de comparaison, les acides
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nucléiques comptent 5 bases différentes et les protéines une vingtaine d’acides aminés,
toujours associés par le méme type de liaison. La formation d’un disaccharide avec deux
hexoses identiques offre par contre pas moins de 5 possibilités différentes. A noter que cette
diversité peut encore s’accroitre par la présence sur ces structures de motifs non sucres
associés de facon covalente a certains hydroxyles secondaires des monosaccharides
constitutifs (sulfates, acides organiques...). De ce fait, les polysaccharides comme les
oligosaccharides peuvent étre des homopolymeres ou des hétéropolymeres. Ils peuvent
également étre lin€aires, ramifiés et/ou substitués. Enfin un dernier niveau de complexité
concerne 1’existence ou I’absence d’unités de répétition dans leur structure. La classification
de ces macromolécules peut reposer sur leur fonction biologique, le type d’organisme dont ils
proviennent, leurs propriétés rhéologique ou encore leurs caractéristiques structurales.

Si on s’intéresse aux polysaccharides végétaux il est nécessaire de prendre conscience que
leur variabilité structurale est en partie liée a leurs fonctions biologiques. Ils peuvent étre
catégorisé€s en polysaccharides de structure (cellulose, hémicellulose, chitine et pectine), en
polysaccharides de réserve (amidon ou guar), en gommes ou exsudats (gomme Arabique) et
en mucilages. La différence entre les gommes (collante) et les mucilages (visqueux) est
souvent ambiglie dans la littérature. Les exsudats provenant des surfaces d’arbres sont
généralement qualifiés de gommes (gommes Arabique, ghatti ou tragacanthe) (Stephen,
1995). Les mucilages sont plus considérés comme étant des hydrocolloides issus de tissus
souples ou de graines et qui s’écoulent en présence d’eau. Le nom mucilage est également
souvent utilisé pour désigner de fagon abusive des extraits végétaux riches en hydrocolloides.
Ces fractions mucilagineuses ont la capacit¢ a former un gel qui retient plusieurs fois sa
masse en eau. De la méme manicre certains polysaccharides identifiés dans des fractions
clairement mucilagineuses sont ¢galement couramment rencontrés dans les polysaccharides
pariétaux qui sont les polysaccharides constitutifs des parois végétales ayant plus un role de
maintien des tissus.

Les polysaccharides constituant ces mucilages sont polaires et donc trés hydrophyles. Ils sont
généralement de trés hautes masses molaires, constitués d’oses différents (hétéropolymeres)
et souvent hautement ramifiés. La présence de ces mucilages est essentiel a la survie des
cactées de part la niche écologique qu’ils occupent. De ce fait, ces plantes trés riches en
mucilage sont capables d’absorber et de stocker de grandes quantités d’eau lorsque celle-ci est
disponible. La libération de I’eau a partir du mucilage requiert ensuite de 1’énergie et se
traduit par la dégradation progressive de ce tissu lors de sécheresses prolongées afin

d’exporter I’eau vers les tissus. La quantité de mucilage varie fortement suivant les espéces. 1l
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est absent chez Ferocactus acanthodes (sous famille des Cactoidées), mais représente
respectivement 19%, 26% et 35% de la masse séche des espéces Opuntia basilaris, O.
acanthocarpa et Echinocereus engelmannii (Fabrice, 2008). Le mucilage est synthétisé dans
des cellules spécialisées dispersées dans le parenchyme et le cortex, et est ensuite excrété
entre la membrane plasmique et la paroi cellulaire. Ces cellules & mucilage finissent par
mourir et deviennent des sacs a mucilage. Chez les Opuntia, ces cellules sont tellement
nombreuses qu’elles peuvent former des canaux dans les articles (feuilles succulentes
appellées cladodes). Ariocarpus fissuratus (sous famille des Cactoidées) possede une cavité
mucilagineuse géante qui remplie le centre de la racine. Il est probable que le mucilage
représente aussi un moyen de stockage du carbone. Les pressions engendrées par I’absorption
d’eau sont extrémement puissantes et reflétent le pouvoir de rétention de I’eau de ce tissu.
Ainsi, le gonflement du mucilage, lorsque la plante est en présence de fortes quantités d’eau,
peut conduire a son éclatement (Fabrice, 2008).

Le mucilage obtenu a partir des genres Cereus est décrit comme étant un arabinogalactane. Il
a ¢été isolé dans la gomme visqueuse exsudée de Cereus peruvinus (Cactaceae) (Tanaka et al.,
2010). Les mucilages des genre Opuntia sont des biopolymeres complexes de nature
glucidique, avec une structure fortement ramifiée (McGarvie et Parolis, 1981; Medina-Torres
et al., 2000, 2003; Goycoolea et Cardenas, 2004; Matsuhiro et al., 2006). Ils contiennent des
proportions variables de L-arabinose, de D-galactose, de L-thamnose et de D-xylose, ainsi que
de l'acide galacturonique dans des proportions différentes. Ces caractérisations structurales
renforcent le positionnement des mucilages de Cactées dans la catégorie des polysaccharides

de la paroi végétale.

1.4.1. Organisation de la paroi végétale

Selon les especes végétales, I’age et les tissus, la structure de la paroi cellulaire varie. Elle
peut étre considérée comme un empilement de plusieurs couches constituées de lignine
(polymére non polysaccharidique), d’hémicelluloses, de pectines et de celluloses. C’est
I’association spécifique des ces 4 familles de polymére qui va conférer a la paroi pecto-
cellulosique ses propriétés mécaniques particulieres qui pourront évoluer en fonction des
tissus et de I’age de la cellule. Un modele général peut étre défini par des caractéristiques
anatomiques. Ainsi, la paroi végétale peut étre divisée en trois parties (Figure 3).

- La plus externe est la lamelle moyenne : c¢’est une couche qui sépare les cellules entre elles.

Elle est riche en pectine et dépourvue de cellulose.
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- La paroi primaire de type I (pour les plantes dicotylédones) : elle est composée de cellulose,
d’hémicellulose et de pectines. Elle est a la fois rigide méme si elle est plus souple que la
paroi secondaire, et elle assure une plasticité et une é€lasticité permettant la croissance et la
division cellulaire (McNeil et al., 1984).

- La paroi secondaire : elle est constituée d’un réseau de cellulose, d’hémicellulose et de

lignine (Watrelot, 2013 ; McNeil et al., 1984).

Paroi secondare

Parot pnmaire

L amelle movenne
Figure 3 : Représentation schématique de la paroi cellulaire (Muschitz ez al., 2009)
Les polysaccharides de la paroi végétale représentent jusqu’a 90 % en masse des constituants
parié¢taux et sont qualifiés de polysaccharides pariétaux (Carpita et Gibeaut, 1993). Ces

polymeéres interagissent entre eux et forment de véritables réseaux (Figure 4).
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Primary )
wall

Plasma
membrane{ Cellulose

Hemicellulose

Figure 4: Constituants des parois cellulaires végétales (McCann et Roberts, 1994)

1.4.1.1. Les celluloses

La cellulose est considérée comme le polymére le plus abondant sur terre (plus de 50 % de la
biomasse terrestre) (Robert et Roland, 1998; Saxena et Brown, 2005). Ce polysaccharide est
le constituant essentiel de la paroi cellulaire des végétaux. Il représente une part tres
significative de leur masse séche pouvant aller jusqu’a 99 % dans le coton. La cellulose est un
homopolymeére linéaire formé d’unités D-glucopyranoses liées par des liaisons glycosidiques
de type f-(1,4) (Figure 5). Les unités glucopyranoses en conformation chaise (*C;) ont leurs
groupes hydroxyles en position équatoriale et établissent de nombreuses liaisons hydrogeénes
inter- et intramoléculaires. Deux unités glucose successives sont décalées de 180° I’une par
rapport a 1’autre ce qui explique la lin€arit¢ de la macromolécule qui est stabilisée par ces
liaisons hydrogénes. Le principal type de liaison hydrogéne intrachaine a lieu entre le groupe
hydroxyle (OH) du carbone C3 d’une unité glucopyranose et I’ O du cycle du monomere
adjacent. On assiste ¢galement a la création de liaisons hydrogenes entre I’hydrogeéne (OH) du
groupement CH,OH du C6 d’une unité glucopyranose et I’oxygene du groupement OH porté
par le C2 de Dl'unité¢ glucose adjacente. Concernant les liaisons intermoléculaires, elles
apparaissent essentiellement entre 1’hydrogéne (OH) du groupe CH,OH et I'oxygéne de

I’hydroxyle en C3 d’une unité glucose porté par une autre chaine.
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La structure qui en découle a un caractére insoluble et présente des régions cristallines et des
régions amorphes. Les liaisons hydrogeénes sont beaucoup plus nombreuses dans la premicre.
Le taux de cristallinité de la cellulose est de 40 a 50 % pour le bois, 60 % pour le coton et
supérieur a 70 % pour certaines algues marines (Lin, 1987). Chez les plantes supérieures, la
cellulose est synthétisée au niveau de la membrane cytoplasmique par des complexes inter-
membranaires qualifiés de rosettes composés de 36 celluloses synthases. Les 36 chaines
neosynthétisées s’associent en microfibrilles rigides et cristallines de 3 mm d’épaisseur
(Somerville, 2006; Cosgrove, 2005). Les microfibrilles s’enroulent étroitement et fournissent
ainsi une résistance mécanique a la plante face aux stress externes et a la pression osmotique
interne (Brown, 2004). Elles servent aussi de structure d’ancrage aux autres polysaccharides
des parois cellulaires et notamment aux hémicelluloses et aux pectines. La masse molaire
(MM) des chaines de cellulose varie de fagon importante et peut atteindre 2,5x10° g.mol” ce
qui représente 15000 unités de glucose (Reguant.et Rinaudo, 1999 ; Somerville, 2006). Le
Tableau 1 donne quelques exemples de celluloses caractérisées par leur degré de
polymérisation (DP). Le DP des chaines de cellulose est fortement dépendant de son origine

et des traitements mis en ceuvre pour son obtention a partir de matrices végétales brutes.

Résidus de D-glucose liés par une liaison 3 (1,4)

HOHzc HO OH HOH2C HO OH
7 O O \\O
0
O o) O
HO 0O HO 0
OH HOH,C OH HOH,C
— Jn

Figure S : Structure de la cellulose (Hijazi, 2001)

Si on considére les cactus, des celluloses ont été isolées des cladodes de Cereus jamacarus
(Oliveira et al., 2013) et des raquettes d’Opuntia spp. (Ben Thlija, 1987 ; Malainine et al.,
2003). Des cladodes fraiches d‘Opuntia ficus-indica et de Cereus jamacaru ont été traitées
selon la méthode décrite par Malainine et al. (2003). Aprés 2 heures d'extraction a 1'eau a
50°C, le résidu insoluble a été filtré (60 um) et dispersé dans une solution de NaOH a 2 %. La
suspension a ensuite été lavée abondamment avec de 1'eau distillée ce qui a permis de séparer
la fraction alcali-insoluble des polysaccharides et les sels. Enfin, la fraction insoluble
contenant les fibres de cellulose a été blanchit par du peroxyde d’hydrogeéne. Ce traitement
permet d’extraire une cellulose relativement pure exempte de polysaccharides solubles, de

lignines et de protéines.
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Avec ce traitement, le rendement obtenu avec Opuntia ficas-indica était de 15,0 = 6,7 %

contre 11,5 £ 7,8 % avec Cereus jamacaru (Melainine et al., 2003).

Tableau 1 : Degré de polymérisation de celluloses de différentes origines (Klemm etz al.,
1998; Treiber, 1957)

Types de Celluloses DP*
Coton natif Jusqu'a 12000
Coton purifié 300-1500
Linters coton 6500
Lin 8000
Ramie 6500
a-Cellulose isolée a partir de bois 800-1100
Pate a dissoudre 600-1200
Pate d’épicea 3300
Pate de hétre 3050
Pate de tremble 2500
Cellulose bactérienne 2700
Filaments et fibres de cellulose régénérée 250-500
Poudres de cellulose (préparés par hydrolyse partielle et désintégration 100-200

mécanique)

DP* : degré de polymérisation

La conformation globale de la cellulose est trés ordonnée et la régularit¢ des liaisons
hydrogénes intra- et intermoléculaires lui confére un caractere fibrillaire (chaines de surface) et
partiellement cristallin. Le cceur des microfibrilles apparait comme cristallin tandis que les
chaines de surface sont amorphes. Il existe 4 états polymorphes de la cellulose (de la cellulose
I a la cellulose IV) sur la base de la diffraction aux rayons X (Isogai, 1994).

La cellulose I (cellulose native), elle-méme constituée de 2 allomorphes (Io et If (le plus
stable)) cristallisés, est caractérisée par un arrangement paralléle des chaines moléculaires.

La cellulose II est issue de la cellulose I apreés son traitement par de la soude (procédé de
mercérisation). Cette conversion de la cellulose I en cellulose II est irréversible. Cette forme de
cellulose est caractérisée par un arrangement anti-parallele des chaines dans une maille
cristalline.

La cellulose III est obtenue par traitements chimiques ou thermiques des celluloses I ou IL
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L’allomorphe III est la forme la plus stable de cellulose mais n’existe pas dans la nature.

La cellulose IV que I’on rencontre dans les parois primaires de certaines plantes est considérée
comme étant une forme désordonnée de la cellulose 1.

Si on considere la paroi végétale, la microfibrille de cellulose est 1’¢lément structural de base
(Preston et al., 1948). Plusieurs modeles ont été proposés pour expliquer ’agancement des
chaines de cellulose dans cette paroi. Parmi eux, celui ou les chaines de cellulose sont
considérées comme étirées a pu étre confirmé par diffraction aux rayons X et par des travaux
sur la polarité des microfibrilles (Chanzy et Henrissat, 1985 ; Koyama et al., 1997).

Les microfibrilles de cellulose sont constitutives de la paroi primaire sans avoir d’orientation
préférentielle. Elles sont par ailleurs intégrées dans une matrice de pectines et
d’hémicelluloses. Cette structuration conduit a une architecture fibrillaire qui reste
relativement plastique. Par opposition, la paroi secondaire qui va apparaitre apres la
différenciation et la croissance définitive des cellules, est beaucoup plus riche en microfibrilles
de cellulose et en lignine mais est dépourvue de pectines. Cette caractéristique lui confére une
grande rigidité.

Dans la littérature, on parle rarement de I’extraction de la cellulose mais plutdt de purification
de la cellulose ou encore d’une fagon plus explicite de 1’enrichissement en cellulose. Cet
enrichissement résulte de 1’élimination de tous les contaminants qui peuvent exister tant
phénoliques que pectiques ou hémicellulosiques.

Généralement, la lignine est le contaminant résiduel qui reste fortement associ¢ a la cellulose
aprés 1’¢limination des pectines et des hémicelluloses. Elle est éliminée ou transformée a
I’aide d’agents oxydants communément appelés agents de blanchiment. Les réctifs de
blanchiment les plus utilisés ont été pendant longtemps des réactifs chlorés. Le chlorite de
sodium est le dérivé chloré le plus employ€, au moins a 1I’échelle du laboratoire. 11 a ét¢ utilisé
pour la premicre fois par Jayme (Jayme,1942) puis son usage s’est développé suite aux
travaux de Wise et al. (1946). C’est un traitement doux et non altérant réalisé en milieu
tamponné et a 70°C. En raison de contraintes environnementales, les agents chlorés ont
progressivement été abandonnés au profit d’agents de blachiment plus écologiques tels que
I’0zone ou le peroxyde d’hydrogene.

La cellulose, en tant que ressource renouvelable, a été largement étudiée pour des applications
dans différents domaines tels que I’agroalimentaire, I’industrie chimique, la pharmacie, les
biocarburants et pour la production de matieres plastiques telles que le cellophane (Simon et
al., 1998). La cellulose n’est pas soluble dans 1’eau, mais le diametre de ses fibres peut

augmenter de 20 % en milieu aqueux (gonflement). La résistance mécanique de la fibre
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augmente également de 15-20 % en présence d’eau et le gonflement entraine un
développement important de la porosité (Chemchame, 2011). Le Tableau 2 représente les
propriétés mécaniques des dérivés de cellulose. Ces dérivés sont produits afin de modifier
leurs propriétés mécaniques ou pour les rendre plus solubles dans 1’eau apreés modification de
la structure cristalline par substitution des groupements hydroxyles (Simon et al., 1998).
L’estérification de la cellulose a ainsi également permis le développement de plastiques
biodégradables utilisables dans la filicre agroalimentaire (Chauvelon ef al., 1999). Les éthers
de cellulose sont quant a eux utilisés en tant épaississants ou gélifiants a faible concentration
pour controler la viscosité d'un milieu, notamment dans l'alimentaire, les peintures, les colles
ou encore les cosmétiques. Ils servent aussi d'émulsifiants dans l'industrie alimentaire ou lors
de la fabrication des laques. Les principaux dérivés connus de la cellulose sont les suivants :

La cellophane :
La cellophane est un film fin et transparent constitué¢ d'hydrate de cellulose. C'est un matériau
trés utilisé pour les emballages alimentaires du fait de sa transparence et de son étanchéité aux
microorganismes (Vartiainen et al., 2014). Les fims de cellophane ont un allongement a la
rupture (caractéristique sans dimension des matériaux) de 15-45 % et une contrainte a la
rupture entre 124-193 MPa (Reguant.et Rinaudo, 1999 ).

L’acétate de cellulose :
L'acétate de cellulose a un module de Young (constante reliant la contrainte de traction a la
déformation d'un matériau élastique isotrope) de 5900-27580 MPa, un allongement a la
rupture de 6 a 70 % et une contrainte a la rupture de 13 a 59 MPa. Sa résistance a la flexion
est comprise entre 14-110 MPa (Reguant.et Rinaudo, 1999 ). L’acétate de cellulose est utilisé
comme base pour les pellicules en photographie, comme vernis, comme composant de
certains adhésifs, d’explosifs et de laques (Engelhardt, 1995; Eicher et Wandel, 1986).

L’acétate butyrate de cellulose (CAB) :
L’acétate / butyrate de cellulose qui présente une excellente résistance a I’humidité a un
module de Young compris entre 4800-13800 MPa et un allongement a la rupture de 40 a 88
%. Sa contrainte a la rupture se situe entre 18-48 MPa (Reguant.et Rinaudo, 1999 ). Il est
utilis¢ comme matériau de base pour la fabrication de nombreux objets d’usage courant du
fait de sa haute résistance aux chocs, a I’humidité, a la lumiére (UV notamment), et a la
dégradation par voie chimique (Sabde et al., 1997).

Le nitrate de cellulose :
Le nitrate de cellulose ou Nitrocellulose est un ester de cellulose utilis¢ comme explosif dans

les munitions sous la forme de fulmicoton, coton-poudre ou encore pyroxyle (Hon et Gui,
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1986). Ce polymére a un module de Young compris entre 13100-15200 MPa, un allongement
a la rupture de 40 a 45 % et une contrainte a la rupture comprise entre 48-55 MPa (Reguant.et
Rinaudo, 1999 ).
L’ethyl cellulose :

L’éthyl cellulose (également orthographié ethycellulose) est fabriqué a partir de cellulose
végétale partiellement éthérifiée, (Koch, 1937). Ce polymeére est pratiquement insoluble dans
l'eau. Il possede un Module de Young de 6900-20700 MPa, un allongement a la rupture de 5 a
40 % et une contrainte a la rupture de 1’ordre de 14-55 MPa (Reguant.et Rinaudo, 1999 ). Ce
polymeére est utilis€ comme additif alimentaire sous le numéro E462, comme agent

émulsifiant, d'enrobage ou épaississant.
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Tableau 2 : Propriétés mécaniques des dérivés de cellulose (Reguant.et Rinaudo, 1999)

Cellophane Acétate de Acétate de cellulose Acétate /butyrate Nitrate de Ethyl- Norme
cellulose (haut taux d’acétyle) de cellulose cellulose cellulose
Module de Young 13100- ASTM
- 5900-27580 6900-24000 4800-13800 -
sur plastiques (MPa) 13100-15200 15200 D638
Allongement de rupture (%)
- sur plastiques - 6-70 4-55 40-88 40-45 5.40 ASTM
- sur films 15-45 15-45 - 60-70 30-40 30-65 D638
Contrainte a la rupture
(MPa) 13-59 21-55 18-48 48-55 14-55 ASTM
- sur plastiques ) ) ) ) ) )
- sur films 124-193 34-83 - 41-62 69-76 48-69 D638
Résistance a la flexion sur ) 14-110 24-90 12-64 62-76 28-83 ASTM
plastiques (MPa) D790
Résistance a la pliure sur
- 250-400 - 250-400 50-250 2700 a
film
Résistance a la compression ; 89-248 97248 52-152 152-586 69241  ASIM
sur plastiques (MPa) D695
Résistance a I'impact Izod ASTM
) - 21-277 21-277 43-363 267-373 106-427
sur plastiques (Nm/m) D256
Résistance a la déchirure (g)
2-10 2-25 - 4 - 7-36 b

sur films

* Courbure dans un « Schopper bending endurance tester » sur un film de 1-mm d’épaisseur.
®«Bimendorf tear» pour la force requise pour continuer la déchirure d’un film de 1 mm avec entaille.
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1.4.1.2. Les hémicelluloses

Les hémicelluloses représentent, apres la cellulose, les polysaccharides les plus abondants
dans la nature. Ce sont des polysaccharides amorphes constitués de monosaccharides neutres
(xylose, arabinose, galactose, glucose et mannose) et d’acides uroniques (acides glucuronique
et acide 4-O-methyl-glucuronique). Elles sont définies comme des polysaccharides végétaux
solubilisables a pH alcalin (par exemple KOH 1M) (Selvendran et al., 1985). Les
hémicelluloses présentent un haut degré de variabilité en fonction des especes végétales, du
type de tissus et des stades de maturité. Les monosaccharides les plus représentés dans ce type
de structure sont le glucose, le mannose ou le xylose (Adler, 2014 ; Moine, 2005). Méme si
ces polysaccharides sont principalement de nature hétéropolymériques (xyloglucanes,
arabinoxylanes, glucomannanes, glucuronoxylanes ou glucuronoarabinoxylanes) quelques
hémicelluloses homopolymériques (glucanes, mannanes et xylanes) ont ét¢ décrites dans la
litérature (Habibi, 2004, Moine, 2005). La structure des hémicelluloses consiste en un
squelette de base de monosaccharides liés en f-(1,4) et de type D-pyranoses, ou 1'0-4 est en
position équatoriale (O’Neill et York, 2003).

D’une fagon générale et comme il a été mentionné précédemment, les hémicelluloses sont
solubles dans des solutions alcalines. En effet, des solutions de soude et dans une moindre
mesure de potasse peuvent étre utilisées pour extraire 1’hémicellulose. L’augmentation de la
concentration en soude ou/et de la température favorise le rendement et la vitesse de
I’extraction. Cependant une trop forte concentration en base forte risque de provoquer une
transformation allomorphique de la cellulose I en cellulose II. Dinand et al. (1999) ont ainsi
pu observer ce phénomeéne en purifiant les microfobrilles de cellulose issues de la pulpe de
betterave. Ils ont ainsi pu déterminer qu’une concentration en soude de 2 % (m/v) était
suffisante pour ¢éliminer les hémicelluloses. Habibi (2004) a adapté le méme protocole pour
extraire les hémicelluloses de la pelure du figuier de barbarie traitée par une solution de soude
(0,5M) a 80°C, au cours de deux cycles de 2 heures. Les extraits alcalins ont été neutralisés
par de I’acide acétique 20 % (v/v) et les polysaccharides solubilisés précipités par addition
d’éthanol. Le rendement d’extraction était de 5,8%. L hémicellulose de la pelure du figuier de
barbarie est compos¢ essentiellement de xylose, (36,6 %) et renferme aussi une quantité
importante d’acides uroniques (49,4 %). Cette étude a confirmé qu’il s’agit d’une 4-O-méthyl
—D-glucurono-(1,2)--D-(1,4)-xylose dont un résidu xylose sur six est substitué par 1’acide 4-
O-méthylglucuronique (Habibi, 2004). Des hémicelluloses ont également été extraites et
identifiées chez des cactus tels que Cereus jamacarus (cladodes) et Opuntia spp. (raquettes)

(Oliveira et al., 2013; Ben Thlija, 1987; Melainine et al., 2003).
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Les homo- et hétéroxylanes :

Les xylanes sont les principales hémicelluloses de la paroi secondaire des trachéides des
angiospermes (cellules clarifiées formant les capillaires de conduction de la séve brute) et des
fibres des dicotylédones ligneuses. Ils peuvent représenter jusqu’a 25 a 35 % de la biomasse
séche chez ces especes. Chez les monocotylédones et notamment les Poacées (céréales), ils
représentent jusqu’a 50% de la masse séche (Ebringerova et Heinze, 2000). Ils constituent
I’espéce de polysaccharide la plus abondante apres la cellulose.

Les xylanes sont composés d’une chaine linéaire de résidus de type xylopyranoses liés en f-
(1,4) et moins fréquemment en f-(1,3) (surtout chez xylanes d’algues). Cette chaine linéaire
présente des branchements plus ou moins réguliers. Elle peut en effet étre substituée par des
résidus de type arabinoses (Ara) et xylopyranoses (arabinoxylanes également qualifiés de
xylanes neutres trés répandus chez les céréales) et/ou des acides glucuroniques (GlcA/4-O-
Me-GlcA) (glucuronoxylanes/glucuronoarabinoxylanes également qualifiés de xylanes
acides) (O’Neill et York, 2003). A noter I’existence d’homoxylanes neutres linéaire ou
ramifiés assez rares chez les angiospermes. Tous les types de xylanes peuvent étre
variablement acétylés en position O-2 et/ou O-3.

Les résidus arabinose présents chez les arabinoxylanes sont liés a la chaine principale de
xylane par des liaisons (1,3) ou (1,3) et (1,2) (Figure 6). La masse moléculaire de certains
arabinoxylanes a ét¢ mesurée comme étant ¢gale a 300 kDa (Ebringerova et Hromadkova,

1999).

—>4)-B-D-Xylp -(1->4)-B-D-Xylp (1->4)-B-D-Xylp-(1->4)-B-D-Xylp (1>

3 3o0u?2

T 0

1 1
a-D-Araf o-L-Araf

Figure 6 : Structure d’un arabinoxylane (Habibi, 2004)

Les xylanes acides sont substitués par de 1’acide glucuronique ou de 1’acide 4-O-méthyle-a-D-

glucuronique en position 2 des unités xylopyranoses (Figure 7).

—>4)-B-D-Xylp-(1->4)-B-D-Xylp-(1—4)-B-D-Xylp-(1—4)-B-D-Xylp-(1—>

2 2

T T

1 1
D-Glcp A 4-Me-0—D-GlcA

Figure 7 : Structure d’un xylane acide (Habibi, 2004)
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A noter que ce type de structure peut également étre substitué par des esters d’acide férulique
(Wikie, 1979). Les xylanes substitués par la forme méthylée de 1’acide glucuronique sont les
plus nombreux dans le régne végétal chez les dicotylédones et il est extrémement rare de
trouver des xylanes substitués a la fois par la forme méthylée et non méthylée de ’acide
glucuronique (Wikie, 1979). Les xylanes anioniques peuvent également étre substitués par
des résidus arabinofuranoses, notamment chez les gymnospermes (Stephan, 1983). On parlera

alors de glucuronoarabinoxylanes.

Les xyloglucanes :

Les xyloglucanes sont les principales hémicelluloses présentent dans la paroi primaire des
cellules de plantes vasculaires (Chavez, 2008). Ils sont composés d’un squelette de S-(1,4)-D-
glucopyranoses ou les glucoses peuvent €tre substitués par des résidus D-xyloses en a-(1,6).
La chaine principale de glucane peut également porter des di ou trisaccharides incluant du
xylose, du galactose et du fucose. Les disaccharides sont de type [1)-a-D-Xylp-(2,1)-f-D-
Galp] et les trisaccharides de type [1)-a-D-Xylp-(2,1)-4-D-Galp-(2,1)-a-L-Fucp]. Ces

oligosaccharides sont également positionnés sur les C6 des résidus glucose de la chaine

principale (Figure 8).
L-Fuc
1
\’
2
D-Gal
1
{
2
Xyl Xyl
1 1
A s
6 6
D-Gle(1-54)D-Gle(1-54)D-Gle((1—-4)D-Gle-
1
T
2
Xyl
1
T
2
Gal

Figure 8 : Représentation schématique d’un xyloglucane (Reiter, 2002)

Les mannanes :
Les mannanes font partie des hémicelluloses que 1’on rencontre dans les parois végétales. Ce

sont par ailleurs les hémicelluloses les plus fréquentes de la paroi des cellules du bois (Thi,
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2011 ; De Cherisey, 2015). IIs peuvent ainsi représenter jusqu’a 5% de la masse séche du bois
(Tableau 6). A noter que les mannanes sont également des substances de réserve chez les
graines de nombreux végétaux tels que les Iégumineuses (endosperme des graines). On les
trouve ¢galement en abondance dans les bulbes de certaines plantes (gomme Konjac). Ils ne
sont alors pas considérer a proprement parler comme des hémicelluloses méme s’ils sont de
structures proches ou identiques (Buckeridge et al., 2000; Hoch, 2007).

Les mannanes hémicellulosiques sont constitués d’un squelette principal d’unités D-
mannopyranoses liées en f-(1,4), avec quelques branchements et/ou des groupements acétyles
en position O-2 ou/et O-3 (Stephen, 1983). Sans étre de nature cristalline, ces macromolécules
posseédent une conformation proche de la cellulose avec le méme polymorphisme.

Ces mannanes sont trés souvent des hétéromannanes qui peuvent présenter deux voir trois
types de structure, également rencontrées comme substance de réserve. On distingue ainsi des
glucomannanes de trés haute masse molaire constitués d’une alternance de résidus D-
mannopyranoses et D-glucopyranoses liés en $-(1,4), et des galatomannanes composés d’une
chaine principale d’unités D-mannopyranoses liées en f-(1,4) régulicrement substituée en a-
(1,6) par des résidus de D-galactopyranoses (Figure 10) (Habibi, 2004). Les glucomannanes
des coniféres présentent 1 unité glucose pour 3 unités mannoses alors que pour les feuillus, il

y a 1 unité glucose pour 2 unités mannoses (Avat, 2013).

CH,OH
o o. 0O
OH OH o Oi>/ OH OHA
0 ¢ / o ©
CHOHGHOH o CH,OH
0
OH
0
OH

Figure 9 : Structure du glucomannane des feuillus
La forme galactomannane (Figure 10) est la plus répandue chez les végétaux. Le rapport M/G
d’un galactomannane ainsi que la taille des chaines macromoléculaires peuvent varier au sein
d’une méme espece végétale en fonction des conditions climatiques, de la composition du sol,
de la variété et de I’age de 1’arbre et des conditions de culture (Bouzouita et al., 2007 ; Dakia,
2009; McCleary, 1980 ; Moreira et al., 2008). Ces deux éléments, vont permettre d’établir

une distinction entre les différents types de galactomannanes.
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—M},Lh}Mémp{Jl—M}MMmp{]—M}MM?p{l—MHh}Mmp{l—r
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a D Galp a D Galp

Figure 10 : Structure d’un galactomannane (Habibi, 2004)

Une troisiéme structure d’hétéromannane se positionne a 1’interface des deux précédentes. Il
s’agit de celle des galactoglucomannanes qui correspondent a des chaines osidiques assez
courtes de 45 a 150 unités osidiques (De Cherisey, 2015). Ces galactoglucomannanes sont
généralement la famille dominante de mannanes dans les bois de résineux (De Cherisey,
2015). Leur structure se compose d’une chaine principale de glucomannane, similaire a celle
précédemment décrite, régulieérment substituée a-(1,6) par des résidus galactopyranoses

(Figure 11).

OH OH OH ,
\ (0] .7
S 0, Ho o~ S&z %: JHo o o  ho o
HO o Ac ro  Ac ° ™o
oH o~ " OH OH Ac
on HO HO

HO
()
OH OH

Figure 11 : Structure d’un galactoglucomannane de bois de résineux (De Cherisey, 2015)

Les hémicelluloses se caractérisent par leur solubilité dans les solutions alcalines diluées
(Whistler et Shah, 1978). 1l est cependant possible de les extraire a 1’aide de solvants
organiques et notamment de dimethylsulfoxyde (DMSO). L’utilisation de solutions alcalines
de concentrations variées en fonction des types d’hémicelluloses (entre 1 et 24 %) permet la
rupture des liaisons hydrogenes qui les lient a d’autres polysaccharidse pariétaux et a la
saponification de certains esters. Ce traitement alcalin peut étre associ¢ a des procédés
d’extraction a haute pression en présence de vapeur (Wi et al., 2015).

L’utilisation d’ions borate dans les solvants d’extraction favorise la formation de complexes
avec les hydroxyles en C-2 et C-3 des résidus mannoses ce qui favorise leur solubilité en
milieu alcalin.

Aprés I’extraction alcaline, un groupe d’hémicelluloses précipite quand on neutralise la
solution. Ce type d’hémicelluloses (nommées hémicelluloses A) est un groupe de

polysaccharides de masses molaires ¢élevées, lin€aires ou presque lin€aires et normalement
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ayant trés peu (ou aucun) groupements carboxyliques. Les hémicelluloses restant en solution
(hémicelluloses B) sont généralement plus branchées, avec une masse molaire plus basse et
avec de nombreux groupements carboxyliques. Ces hémicelluloses peuvent étre facilement
précipitées a 1’aide d’éthanol (Manolas, 1993, Brisson et al., 1994). En régle générale, les
protocoles d’extraction des hémicelluloses sont fortement dépendants de la teneur des tissus
végétaux en lignines (Joseleau, 1980). Des traitements délignifiants peuvent ainsi étre
nécessaires afin d’éviter une contamination des hémicellulose par ce polymeére partiellement

soluble en conditions alcalines.

Le Tableau 3 résume les caractéristiques des différentes hémicelluloses du bois.
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Tableau 3 : Caractéristiques des différentes hémicelluloses du bois (De Cherisey, 2015)

Type de % dela . . Liaison Solvants
polysaccharides Sources | occeseche Composition  Proportion osidique dextraction DPm DPn
du bois
O-Ac.-4-O-Met- Bois de 10-35 4@1?@5?50 110 P '(}’;) Solutions alcalines  180- 200
glucuronoxylane feuillus P a-(1,2) (KOH-DMSO) 250
O-acétyl 7 -
) - ] B-(1,4) Solutions alcalines
Glucomannane ?mhsude 3-5 p-p l\éimp 112 S-(1,4) (NaOH) en 120 70
cultius f-p-Glep présence d’ions
p-p-Xylp p-(1,4)
4-0-Me- 10 a=(1,2) Solutions alcalines
Arabino-4-O-Met- Bois de 10-15 GlepU 2 - KOH,Ba(OH) ) 120
Glucuronoxylane conifére O-acéthyl - a-(1,3) ’ 2
DMSO
o-L-Araf 1-3 -
S-D-Manp 3 p-(1,4) Solutions alcalines
Bois de S-D-Glep 1 - (KQH) en
Galactoglucomannane conifere 5-10 a-D-Galp 1 p-(1,4) présence 150 100
O-acétyl 0,24 S-(1,6) d’ions borate
S-D-Manp 3 p-(1,4) Solutions alcalines
Galactoglucomannane conifere 10-15 a-D-Galp 0.1 B-(1,4) présence d’ions 150 100
O-acétyl 1 S-(1,6) borate
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1.4.1.3. Les pectines

1.4.1.3.1. Caractérisation structurale des pectines

C’est Braconnot, en 1825, qui isola pour la premicre fois des composés particuliers a partir
d’extraits de fruit. Il les baptisa pectines (du grec Pektos signifiant gelée) pour leurs propriétés
gélifiantes. Les pectines sont des macromolécules exclusivement végétales de nature
glucidique. Chez les végétaux supérieurs, les pectines représentent environ 30% de la masse
des parois primaires de dicotylédones (Carpita et al., 1993 ; Perez et al., 2003). Les pectines
sont décrites comme étant soumises a des voies de biosynthéses trés complexes et leurs
structures peuvent évoluer au cours du développement cellulaire (Voragen et al., 1995 ; Perez
et al., 2003). Elles sont les principaux constituants de la lamelle moyenne des parois des
cellules et sont essentiellement composées d’acides galacturoniques (Carpita et al., 1993).
Elles forment alors un véritable ciment biologique (ciment pectique) qui rattache les cellules
les unes aux autres (Voragen et al., 1995). On retrouve également des pectines dans la matrice
des parois primaires et en plus faibles quantités dans les parois secondaires des cellules. Les
pectines sont abondantes dans les fruits tels que la pomme et le citron (Saulnier et al., 1988 ;
Renard, 1995). De maniere générale, leur nature évolue avec 1’age des tissus: d’abord
insolubles elles assurent la rigidité des tissus, elles sont ensuite dégradées en sucres et en
acides par voie enzymatique au cours du mirissement. Au niveau industriel, elles sont
utilisées comme additifs dans I’industrie textile et agro-alimentaire pour leurs propriétés
stabilisantes, épaississantes et gélifiantes (ex : les confitures).

La variabilité structurale des pectines en fait 'un des polysaccharides pariétaux les plus
complexes (Figure 12). On peut les diviser en deux sous-catégories: (i) les substances
pectiques acides (homogalacturonane, rhamnogalacturonane de types I et II et, (ii) les
substances pectiques neutres (arabinanes, galactanes, arabinogalactanes) associées de maniere
covalente aux rhamnogalacturonanes au sein de la macromolécule pectique (O’Neill et al.,
1990 ; Visser et al., 1996 ; Reiter, 1998 ; Pérez et al., 2003).

L’organisation de ces sous-catégories pectiques est aujourd’hui remise en question. Le
modele longtemps admis décrit une alternance de zone « lisses » (HG) et de zones «hérissées»
(RG-I) substituées par des chaines latérales d’oses neutres (Voragen et al., 1995). Ces
derniéres années Vincken et al. (2003) ont suggéré que la chaine principale pectique était en
réalité une zone RG sur laquelle seraient substituées des chaines latérales d’oses neutres mais
¢galement des zones HG. A ce jour, 1’organisation complexe des polymeéres pectiques n’est

donc pas encore totalement ¢lucidée.
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Figure 12 : Représentation schématique de la structure primaire des pectines (Pérez et
al., 2003)

Les paragraphes suivants décrivent les principales sous-catégories pectiques connues :

Les homogalacturonanes (HGs) : également nommés zones lisses, ils représentent 50 a 70
% de la pectine (Jackson et al., 2007). Ce sont des chaines linéaires polygalacturoniques
(PGA) composées de 100 a 200 résidus d’acide galacturonique (GalA) liés en o-(1,4) (Renard
et al., 1998). Ces HGs dépendent étroitement de la nature de la plante et peuvent étre
partiellement O-méthylés en position Cg et/ou O-acétylés en position C, et/ou Cs (Ishii et al.,
1995, 1997). Les fonctions carboxyles que portent en Cg les acides galacturoniques, en font
des polyanions et des échangeurs d’ions pouvant capter les molécules ¢€lectriquement
chargées transitant dans la paroi (tels que des ions monovalents ou divalents comme K', Na"
et Ca*"). Les propriétés physico-chimiques et les fonctions biologiques des HGs sont souvent
corrélées a leur capacité d’établir des interactions de type électrostatique. Le degré d’acidité
est modifiable par la cellule qui peut estérifier, de facon réversible les groupes carboxyles
grice a une pectine méthylestérase (PME). Cette propriété est utilisée dans I’industrie
alimentaire lors de la clarification des jus de fruits (Camperi et al., 2000). On définit ainsi le
degré de méthylation (DM) comme le nombre de fonctions carboxyles estérifiées par le

méthanol pour cent motifs galacturoniques. Ce DM permet la classification des pectines en
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trois catégories : (i) les acides pectiques, DM < 5 % ; (ii) les pectines faiblement méthylées
(FM), DM < 50 % et; (iii) les pectines hautement méthylées (HM), DM > 50 %. Les pectines
naturelles étant habituellement hautement méthylées, on estime que suivant ’origine de la
pectine, le taux d’estérification des fonctions carboxyliques latérales est compris entre 20 et
60 %. Les substances pectiques peuvent former des gels (réseaux stables et élastiques a
mailles retenant de plus ou moins grandes quantités de molécules d’eau) sous certaines
conditions : (i) les nceuds du réseau s’établissent a partir de segments homogalacturoniques
réunis par des ions Ca’" captés et logés dans des replis de la chaine. On parle alors de
disposition en boite d’ceufs type «Egg-box» (Grant et al., 1973 ; Thakur et al., 1997) ; (ii) ces
« Eggs-box » sont formées par des liaisons de type ionique entre les fonctions hydroxyles et
les fonctions acides présentes chez les HGs et ion Ca®". De maniére générale, Les HGs
présentent une conformation telle que la fixation de Ca®" soit optimale. L’ion Ca*" prendrait
part a 9 liaisons de coordinence avec 2 oxygenes des liaisons glycosidiques, 2 oxygenes
hétérocycliques, 2 fonctions acides, et 3 fonctions alcools (Grant et al., 1973) ; (iii) une partie
des pectines peut étre déstabilisée et mise en solution par tout composé capable de prélever le
calcium : I’acide oxalique qui précipite en oxalate de calcium, ’EDTA (acide éthyléne
diamine tétra acétique) chélateur des métaux divalents (type Ca2+) et ; (iv) cette structure en
boite d’ceufs ne peut exister que dans une région homogalacturonique de la molécule
pectique ; toute substitution des fonctions alcools secondaires (ie : 1’acétylation), génerait la
formation de cette structure et donc empécherait la gélification. Toutes ces propriétés de
gélification sont trés utilisées dans 1’industrie agroalimentaire (Mancini ef al., 2000 ; Zhou et

al., 2000).

Les rhamnogalacturonanes de type I (RGs-I) : ¢galement nommés zone hérissée, ils sont
composés d’un squelette d’une dizaine de répétition d’une unité disaccharidique mettant en
jeu I’'unité rhamnose (a-D-Rha) et I'unité acide galacturonique (a-D-GalA) dans des liaisons
de types [,4)-a-D-GalA-(1,2)-a-L-Rha-(1,] (Schols et al., 1994). Le rhamnose fait donc partie
de la chaine principale et son taux dépend de I’origine de la pectine (espéce, tissu, stade de
développement). Les RGs-I représentent environ 7 a 15 % de la pectine dans laquelle environ
20 a 80 % des unités a-L-Rha sont substituées (Ridley et al., 2001; Jackson et al., 2007). Les
RGs-I ont un degré de polymérisation (DP) d’environ 1000. La nature des liaisons o-(1,4) et
a-(2,1) entre le rhamnose et 1’acide galacturonique provoque une déviation de 90° de 1’axe de

la chaine pectique d’ou le nom de «coude pectique» donné a cette région de la
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macromolécule. Ce coude confeére donc a la molécule une configuration en mode zigzag. 11 est
prouvé que ’unité acide galacturonique des RGs-I peut étre O-acétylée en position C, et/ou
Cs (Dumville et al., 2000 ; Perrone et al., 2002 ; Komalavilas et al., 1989). Il n’est cependant
pas certifi¢ que la majorit¢ des acides galacturoniques soient méthyl-estérifiés méme si,
certains travaux effectués dans I’analyse structurale des RGs-I ont montré la présence de
nombreuses méthyl-estérifications. Par ailleurs, il est a noter que les résidus a-D-GalA ne sont
« jamais » substitués par des monosaccharides ou des oligosaccharides, bien que certaines
¢tudes effectuées sur des familles de RGs-I rapportent qu’il peut exister des monosaccharides
acides de type a-D-glucuronique liés au niveau des carbones C-3 pour environ 2 % des a-D-
GalA (Renard ef al., 1999). Généralement, la littérature révele que 20 a 80 % des résidus L-
Rha sont, selon I’origine végétale et la méthode d’extraction, substitués au niveau du carbone
C-4 par des chaines latérales d’oses neutres telles que des galactanes ([,4)-a-D-Gal-(1,],), des
arabinanes ([,5)-a-L-Ara-(1,],), des arabinogalactanes et plus rarement des xylanes (O’Neill et
al., 1990, Oosterveld et al., 2000). Chez certains végétaux (betterave, épinard, etc.), les
chaines latérales peuvent étre estérifiées par des acides phénoliques (acide férulique ou
coumarique) au niveau des fonctions hydroxyles en position 6 des résidus de galactose ou en
position 2 des résidus d’arabinose (Bonnin et al., 2002). Selon I’espece végétale étudice il
existe donc une différence notable de composition en monosaccharides constitutifs au niveau
des RGs-I (Schols et al., 1994). 1l n’existe que trés peu d’informations relatives aux fonctions
biologiques de ces polysaccharides. Cependant, une majorité des données semblent converger
vers 1’idée que 1’évolution de la structure des pectines au niveau des chaines latérales de
galactanes, d’arabinanes et d’arabinogalactanes peut étre corrélée a différents stades de

développement tissulaire et cellulaire chez la plante (Perez et al., 2003).

Les rhamnogalacturonanes (RGs) de type II (RG-II) : constituent une famille de composés
pectiques plus complexes et moins fréquents qui différent des RGs-I par leur enchainement
linéaire d’homogalacturonane: [,4)-a~D-GalpA-(1,] (O’Neill ef al., 1990 ; Perez et al., 2003).
De plus, les substitutions rencontrées en C-3 des unités a-D-GalpA sont différentes de celles
des RGs-I. En effet, Il peut y avoir des substituants de type : 2-O-methyl-L-Fucose, 2-O-
methyl-D-Xylose, D-Apiose, acide acétique, dihydroxy-D-apiose (DHA) ou encore, I’acide 3-
deoxy-D-manno-2-octulosonique (KDO). Les RGs-II sont principalement présent dans les
vins et divers jus de fruits (Doco et al., 1997). Leur capacité a former des liaisons avec les

métaux a pu €tre mise en ¢vidence (Pellerin et al., 1997, Szpunar et al., 1999, Tahiri et al.,
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2000). Ces RGs-II apparaissent alors sous forme de diméres liés par des esters 1:2 borate-diol
(Ischii et al., 1999 ; Carpita & Gibeaut, 1993; O’Neill & York, 2003). La masse molaire des
RGs-II est faible (de ’ordre de 5 a 10 kDa). Ces RGs-II auraient comme rdle biologique
principal d’apporter une certaine flexibilité a la paroi végétale permettant ainsi des liaisons

intermoléculaires avec la cellulose (Jones et al., 2003 ; Zykwinska et al., 2005).

1.4.1.3.2. Méthodes d’extraction des pectines

Compte tenu des nombreuses macromolécules présentent dans la paroi cellulaire végétale, les
protocoles d’extraction doivent €tre suffisamment sélectives pour permettre 1’extraction des
pectines de manieére privilégiée tout en maintenant 1’intégrité de la pectine (Thibault et al.,
1994 ; Voragen et al., 1995). Dé¢s lors, la technique d’extraction des substances pectiques la
plus appropriée s’effectuera en fonction de la nature des pectines mais également des liaisons
¢tablies entre les différents polymeres pari¢taux (Stolle-Smits et al., 1999). Les protocoles
mis en place sont généralement fondés sur la différence de solubilité¢ des dérivés pectiques
(Vignon et al., 1996). La solubilit¢ des substances pectiques dépend de leur masse
moléculaire, de la présence de chaines latérales, mais aussi et surtout du degré de
méthylestérification et de la distribution de ces groupements méthyles (Thibault et al., 1994 ;
Voragen et al., 1995 ; Vignon et al., 1996). Ainsi, une extraction a 1’eau bouillante a partir
d’un matériel végétal permet d’obtenir des pectines HM (Hautement Méthylestérifiées). Par
contre, une extraction a I’eau bouillante en présence d’agents séquestrant les ions Ca®’
(EDTA, CDTA, l’imidazole, oxalate d’ammonium) permet d’extraire les pectines FM
(Faiblement M¢éthylestérifiées) (Mc Neil ef al., 1979 et 1980 ; Redgwell et al., 1992). En
effet, ces derniéres ont la propriété de se complexer avec les ions Ca®" (formation de gels de
type Eggs-box). Pour obtenir les pectines insolubles (acide homopolygalacturonique), une
extraction chimique par un acide a chaud (HCl, 50 mM, 70°C) ou une base a froid (NaOH ;
ou Na,COs, 50 mM, 4 °C) est généralement réalisée (Renard et al., 1990). Dans le cas du
traitement acide a chaud, on notera qu’il s’agit d’une méthode relativement douce dans la
mesure ou, les séquences homogalacturoniques ne sont pas altérées tout comme les liaisons
glycosidiques entre le rhamnose et I’acide galacturonique. Par ailleurs, les estérifications
(acétyle et méthylester) sont préservées. En revanche dans le cas du traitement alcalin a froid,
aucune ¢tude des méthylations ou des acétylations n’est possible, la saponification ne
préservant pas les estérifications. Une fois extraite en solution aqueuse (a froid ou a chaud),

les pectines sont précipitées et purifiées a 1’alcool. Notons, que selon la matiére premiére
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végétale utilisée, les pectines extraites peuvent étre préalablement dépigmentée sur charbon
actif ou sur résine de type C-18 avant la précipitation et la purification alcoolique (Brillouet,
1998). Ces derni¢res années, les protocoles d’extraction quantitative des pectines ont été
optimisés par I’'utilisation de prétraitements physiques de la mati¢re végétale par 1’utilisation
de techniques telles que la pression, la sonication ou I’irradiation aux micro-ondes (Panchev
et Kirchev, 1988 ; Wang et Chen, 2007 ; Brat ef al., 2002; Kuribayashi, 1992).

Si on s’intéresse plus particulierement a la famille des cactus, les pectines sont les principaux
composants des polysaccharidiques présents a la fois dans les raquettes et les fruits d’Opuntia
ficus-indica (Meyer et al., 1980 ; Kaur, 2012 ; Matsuhiro et al., 2006; Habibi et al., 2005 ;
Habibi et al., 2004). A titre d’exemple, Habibi et al. (2004) ont développés un procédé
d’extractions des polysaccharides pectiques des pelures de fruits d’Opuntia ficus-indica. Les
pectines sont extraites a chaud séquentiellement avec : (i) ’eau, (i) un agent chélatant du
Ca*" et, (iii) de l’acide chlorhydrique. Dans un premier temps, la pelure du fruit d’Opuntia
ficus indica est soumise a une extraction par I’eau a 60°C pendant deux cycles de 2 heures. Le
résidu végétal insoluble est séparé du milieu (filtration et/ou centrifugation), puis 1’extrait
soluble obtenu est précipité par de 1’éthanol et dialysé contre de 1’eau distillée avant d’étre
lyophilis¢é pour donner une fraction de polysaccharide notée WSP (Water Soluble
Polysaccharide). Dans un second temps, le résidu végétal insoluble est traité par une solution
d’EDTA 0,7% a 60°C pendant deux cycles de 2 heures. Chaque extraction est suivie d’une
filtration et d’un lavage a chaude du résidu végétal insoluble. Les filtrats obtenus sont
précipités par de I’éthanol et dialysés contre de I’eau distillée avant d’étre lyophilisés pour
donner une fraction de polysaccharide notée CSP (Chelating Soluble Polysaccharide).
Finalement, le résidu est traité par une solution d’HCI (0,05M), pendant deux cycles d’une
heure a 80°C. Le résidu final insoluble est séparé¢ du milieu (filtration et/ou centrifugation),
puis I’extrait soluble est précipité par de 1’éthanol et dialysé contre de 1’eau distillée avant
d’étre lyophilis¢é pour donner une fraction de polysaccharide notée ASP (Acide Soluble

Polysaccharide).

1.4.1.4. Les arabinogalactanes

Comme leur nom I’indique, les arabinogalactanes (AG) sont des polymeres composés de
résidus arabinoses et galactoses. On les sépare en 3 classes : AG de type I, AG de type II et
les arabinogalactanes associés a des protéines (qualifiés d’AGP et plus rarement d’AG de type
IIT) (Fincher et al., 1983; Varner et Lin, 1989). Les AG de type I sont le plus souvent associés

aux pectines et parfois classifiés dans cette catégorie de polysaccharide végétale (Carpita et
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Gibeaut, 1993). Les AGP sont un des composants majeurs de nombreuses gommes et
exsudats (Delgobo et al., 1998, 1999; Fincher et al., 1983) tels que la gomme arabique et la
gomme ghatti ; la gomme arabique étant I’un des premiers AG a avoir été identifié. D’ autres
AG ont été ensuite décrits dans la littérature chez presque tous les végétaux, certains d’entre
eux ayant un haut potentiel de valorisation. Il s’agit par exemple des AG relativement purs
(type II) extraits du bois de méléze et notamment de 1’espéce Larix occidentalis et L. laricina
quipeut étre obtenu avec un degré de pureté atteignant 98 % (Goellner et al., 2011). Leurs
propriétés nutraceutiques comme fibre alimentaire et stimulateur du systéme immunitaire leur
ont valu une autorisation de mise sur le marché par la FDA. Du point de vue de la physiologie
de la plante, les AGs sont impliqués dans diverses fonctions telles que la croissance, le
développement, la signalisation, I'embryogenése et la mort cellulaire programmée (Nothnagel
et al., 2000; Majewska-Sawka et Nothnagel, 2000). Les AGP ne sont pas a proprement parler
des polysaccharides de la paroi végétale mais plus des gommes ou des exsudats (parfois
qualifiés de mucilage). Ils sont produits par de nombreux arbres et arbustes, en particulier
dans les régions arides et semi-arides, comme un mécanisme de défense naturel. Suite a une
Iésion de I’écorce de la plante, la gomme liquide est exsudée pour sceller la plaie apres
séchage permettant la prévention des infections et la déshydratation (Verbeken et al., 2003).
La gomme arabique a ét¢ largement utilisée par les Egyptiens entre -5000 et -3000 ans avant
Jésus Christ et son utilisation en alimentation remonte a 1'age de pierre (Chevalier, 1924).
Méme si la gomme d'Arabique est tres utilisée comme adhésif de nos jours, les applications
les plus importantes sont sa mise en ceuvre comme agent de texture dans les produits
alimentaires y compris les boissons gazeuses. Les solutions de gomme Arabique ont en effet
une faible viscosité, méme a forte concentration, et une aptitude a former un film protecteur
autour des gouttelettes dans une émulsion (Sanchez et al., 2002). Cette propriété lui a valu
d’étre utilisée pour la stabilisation de condiments, de glaces (contrdles de la croissance des
cristaux et prévention de la synérése), des sodas et de yaourts (maintien de la texture)
notamment (Redgwell et al., 2005 ; Pettolino et al., 2006). La gomme Arabique est également
utilisée dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques, et en lithographie (Majewska-
Sawka et Nothnagel, 2000 ; Phillips, 2009).

D’un point de vue structural, les AG et les AGP sont trés complexes (Aspinall, 1982;
Whistler, 1970). Les paragraphes suivants décrivent la structure des différentes familles d’AG
et d’AGP.
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1.4.1.4.1. Les arabinogalactanes de type I

Les arabinogalactanes de type I sont souvent associés aux RG-I des pectines (Carpita et
McCann, 2000; Voragen et al., 2009). La structure de base est constituée de chaines linéaires
d’unités D-galactopyranoses liées en p-(1,4), sur lesquelles peuvent étre substitutées en
position O-3 des unités D-galactopyranoses et/ou des unités L-arabinofuranoses (Carpita et

Gibeaut, 1993) (Figure 13).

a-L-Araf a-L-Araf
1 1
T T
3 3

-4)-B-p-Galp -(1,4)-B-D-Galp (1,4)- B-D-Galp(1,4)-B-D-Galp -(1,4)-5-D-Galp (1-

Figure 13 : Structure d’un arabinogalactane de type I (Mohnen, 2008)

Cette structure de base peut cependant fortement évoluée avec la présence de nombreux autres
monosaccharides neutres ou acides et de chaines latérales oligosaccharidiques sur le squelette
galactane. Les sources d’AG de type I, leurs compositions en monosaccharides et leurs
masses molaires sont présentées dans le Tableau 4. Comme indiqué dans ce tableau, les AG
hydrosolubles sont bien représentés dans de nombreux tissus végétaux tels que les feuilles, les
tiges, les racines, les fruits et les gommes. On les trouve également chez de nombreuses
especes végétales assez ¢loignées d’un point de vue taxonomique. Dans la majorité des cas, le
galactose et I’arabinose sont les monosaccharides les plus représentés au sein de leurs
structures méme si d’autres monosaccharides tels que le glucose ou des acides uroniques sont
présents a des taux tres significatifs. Aucune association avec des protéines n'a été rapportée
pour ce groupe de polysaccharide (Clarke, 1979). Ces compositions assez hétérogénes en
monosaccharides ont parfois été attribuées a des contaminations par d’autres polysaccharides
durant les extractions et les purifications des AG de type I. A titre d’exemple, ’analyse par
GC-MS de la composition de I’AG de type I extrait d’Astragalus gummifer a montré apres
hydrolyse acide et dérivatisation en acétates d’alditols la présence de Fuc, Ara, Xyl, Man,
Gal, et Glc dans un ratio molaire de 3:52:29:6:5:5. Cette composition surprenante pour un AG
de type I a pu étre expliquée par une contamination par de 1’acide tragacanthique, riche en
fucose et xylose, au moment de I’extraction (Tischer et al., 2002).

Les AG de type I sont bien représentés dans la famille des Cactaceae. Ainsi, I’écorce des

figues de Barbarie (Opuntia ficus-indica) est constituée d'une chaine principale de f-(1,4)-D-
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galactane fortement ramifiée en position C-3 par des résidus arabinofuranoses. La
caractérisation fine de ce polysaccharide a en effet montré que 39,5 % des unités galactoses
de la chaine principale sont ramifiées par des résidus arabinofuranoses ou a-(1,5)-L-
arabinanes liés en position C-3 (Habibi et al., 2004). En 1974, Srivastava et Pande avaient
identifiés un AG de type I de structure similaire a partir du mucilage des tiges d’Opuntia
dillenii. Cette structure des AG de type I de mucilages extraits d’Opuntia ne fait cependant
pas totalement ’unanimité, de nombreux auteurs ayant identifiés d’autres oses ou acides
uroniques dans ces AGs (Saenz et al., 2004). Une fois encore la contamination par d’autres
polysaccharides de parois est fortement suspectée.

Concernant le genre Cereus, un AG de type I a pu étre isolé a partir de la gomme exsudative
de Cereus peruvianus. L’analyse monosaccharidique aprés méthylation et hydrolyse acide
indique que le polysaccharide est composé d'une chaine principale de f-(1,4)-D-Galp,
substitué en position C-3 par des résidus L-arabinoses et D-galactoses (Tanaka et al., 2010).
Des taux significatifs d’autres monosaccharides ont également pu étre identifiés avec un
rapport molaire arabinose, galactose, acide galacturonique, rhamnose de 15:66:6:13. La masse

molaire de ce polymére a été évaluée a 9 x 10° g/mol.
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Tableau 4 : Origine, composition et masses moléculaire des Arabinogalactanes de type I

Sources Monosaccharides (%) Mw Références
(g/mol)
Gal Ara Gle AU Man Rha Xyl Fuc

Astragalus gummifer 5 52 5 - 6 - 29 3 - Tischer et al., 2002
(Gomme adragante)
Cereus peruvinus 66 15 - 6 - 13 - - 9x10° Tanaka ef al., 2010
(gomme exsudative)
Glinus oppositifolius 2,9 26,4 3,5 12,1 4,3 4,2 3,9 - 7%x10* Inngjerdingen et al.,
(Parties aériennes) 2005
Opuntia ficus-indica 8,4 12,3 29,3 35,6 1,6 3,3 4.5 - 8,5x10* Habibi et al., 2004
(fruits)
Opuntia dillenii 75 25 - - - - - - - Srivastava et Pande,
(gousses) 1974
Phoenix dactylifera 25,4 45,8 - 2,2 - 17,9 8,9 - - Amin et Kandeel, 1972
Solanum tuberosum 94 6 - - - - - - - Wood et Siddiqui,
(tubercule) 1972

6 Do Nascimento et al.,
Solanum betaceum 7,9 31,1 42,6 - - - - - 7x10 2015
(fruits)
Farine de soja 52 41 - 4 - 3 - - 1,24x10°  Cipriani et al., 2009
Soja okara 49,73 12,32 6,54 18,23 Traces traces 6,5 traces 3,2x10* Yamaguchi et al., 1995
Lupinus luteus 40 26,6 _ 20 . 6.6 6,6 _ ~ Tomoda et Kitamura,

(graines)

1967
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1.4.1.4.2. Les arabinogalactanes de type II et les AGP

Les arabinogalactanes de type II sont les plus répandus dans la nature (Liang ef al., 2014). Ils
sont constitués d’une chaine principale de résidus galactopyranoses liés en f-(1,3) et/ou f-
(1,6) sur laquelle peuvent se greffer des chaines latérales riches en groupements

arabinofuranoses, arabinopyranoses et galactopyranoses (Figure 14).

—6)Galp (1->6)Galp (1-3)Galp -(1—3)Galp (1—>6)Galp(1—> 6)Galp-(1— 3)Galp-(1—>
6 3

6 3

T T T T

1 1 1 1
Galp Galp Galp Araf

6 3

T T

1 1
Galp Arap

Figure 14 : Structure d’un arabinogalactane de type Il de méléze (Larix laricina) (Haq et
Adams, 1961)

Cette structure parfois qualifiée d’arabino-3,6-galactane est également rencontrée chez les
AGP et est soumise a une variabilité structurale assez importante en fonction des espéces
végétales (Arifkhodzhaev, 2000). Les AGPs sont une classe de protéoglycanes de plantes
contenant 90 a 99 % polysaccharides et de 1 a 10 % de protéines (Ling et al., 2012). La
complexité structurale des AG de type II et des AGP est principalement due a la ramification
de la chaine de galactane principale en O-3 et O-6 par des oligomeéres linéaires ou eux-mémes
ramifiés de p-(1,6), p-(1,3), p-(1,4)-D-galactopyranoses et/ou de o-(1,3), oa-(1,5)-L-
arabinofuranoses. A noter que des monomeres de résidus L-arabinofuranoses peuvent
¢galement substitués la chaine principale. Les chaines secondaires portent souvent comme
résidus terminaux du a-L-arabinofuranose, du rhamnopyranose, du fucopyranose ou de 1’acide
glucuronique 4-O méthylé ou non (Gaspar et al., 2001 ; Voragen et al., 2009). D'autres
chaines latérales composées de D-Manp, D-Xylp, et D-Glcp sont également décrites (Fincher
et al., 1983).

Notons que selon de nombreux auteurs, la présence d'arabinose sous forme pyranosidique
semble étre une caractéristique typique des arabinogalactanes de type II (Capek, 2008;
Goellner et al., 2011; Odonmazig et al., 1994; Oliveira et al., 2013; Ponder et Richards,
1997 ; Willfor et al., 2002) (Tableau S). Des quantités élevées d'unités arabinose ont été
observées dans les AG-II de nombreuses parties de plantes comme les feuilles de Stevia

rebaudiana (Oliveira et al., 2013), les feuilles de Nerium indicum (Dong et Fang, 2001) ou
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encore dans les racines de Herba Asari (Li et al., 2012) et les baies de Viscum album (Wagner
et Jordan, 1988).

De maniére générale, la complexité structurale augmente avec les AGP comparé¢ aux AG de
type II. En effet, les AGP constituent I'une des familles de macromolécules les plus
complexes présentes chez les végétaux. Cette complexité provient de la diversité des
squelettes protéiques qui vient s’additionner a celle de la partie O-glycanes. Les AGP qui sont
des glycoprotéines glycosylées riches en hydroxyprolines sont actuellement divisés en deux
classes en fonction de leur partie protéique: (i) les AGP qualifiés de “classique” et, (ii) les
AGP qualifiés de “non classiques” (Mau et al., 1995 ; Du ef al., 1996). Les AGP classiques
sont définis par un squelette protéique contenant de 1’hydroxyproline (Hyp), de 1’alanine
(Ala), de la sérine (Ser), de la thréonine (Thr) et de la glycine (Gly). Les AGP non classiques
présentent des compositions particulieres en acides aminés et notamment pauvres en Hyp et
riches en cystéine (Cys) et en asparagine (Asn) (Mau et al., 1995 ; Du et al., 1996 ; Baldwin
et al., 1993; Hillestad et al., 1977; Mollard et al., 1994). 1l est a noter que les AGP sont
présents dans tout le régne végétal, aussi bien chez les angiospermes, les gymnospermes que
chez les plantes inférieures (bryophytes et algues) (Fincher et al., 1983; Nothnagel, 1997). De
par leur composition chimique, les AGP sont comparés aux mucines et aux protéoglycanes
(GAG) animaux (Bacic et al., 2000).

De nombreuses études se sont focalisées sur la caractérisation de la partie polysaccharidique
des AGPs de diverses plantes et gommes végétales telles que Arabidopsis (Sun et al., 2005),
la gomme Arabique (GA) (Osman et al., 1993; Tischer et al., 2002a), la gomme adragante
(Tischer et al., 2002b), le bois de méleze (Ponder et Richards,1997), la pomme (Brillouet et
al., 1996), le raisin (Saulnier ef al., 1992), le radis (Tsumuraya et al., 1987; Tsumuraya et al.,
1988) et l'ivraie (Bacic et al., 1987; Tischer et al., 2002b). Les AGPs sont considérés comme
ayant des fonctions biologiques diverses. Ils sont impliqués dans la croissance et le
développement des plantes, la signalisation cellulaire, I'embryogenése et la mort cellulaire
programmée (Majewska-Sawka et Nothnagel, 2000). Lorsque 1'écorce de la plante est blessée,
une solution aqueuse de gomme est exsudée pour sceller la plaie et prévenir des infections et
de la déshydratation. Cette propriété est a la base des procédés de récolte de diverses gommes
exsudatives a base d’AGP telles que la gomme Arabique (Sanchez et al., 2008).

La gomme Arabique est I’un des polysaccharides qui a été le plus étudié dans la littérature.
Cette gomme exsudée a partir de tiges et de branches des espéces senegal et seyal du genre
Acacia est une fibre soluble et non visqueuse trés utilisée en industries alimentaires (Daugan

et Abdullah, 2013; Al-Assaf et al., 2009; Sakai et al., 2012) Cet AGP est de structure
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extrémement complexe qui n’est toujours pas totalement ¢lucidée a ce jour. La gomme
Arabique est un biopolymeére partiellement anionique et fortement associé¢ a certains cations
tels que Ca®’, Mg*" et K'. Le squelette polysaccharidique est celui d’un AG de type 1L 11 est
constitué d’une chaine principale de f-(1,3)-D-galactane ramifiée en position O-6 par de
courtes chaines (2 a 5 résidus) de f-(1,3)-D-galactanes. La chaine principale et les chaines
ramifiées de pf-(1,3)-D-galactanes sont substitués par de nombreux résidus
monosaccharidiques tels que du a-L-arabinofuranose, du a-L-rhamnopyranose, du pf-D-
glucuronopyranose et du 4-O-methyl-f-D-glucuronopyranose. Ces deux derniers résidus se
trouvent en position terminale des chaines latérales (Sanchez et al., 2008; Anderson et
Stoddart, 1966). La composition de la gomme Arabique varie fortement en fonction de la
source végétale, de 1’age de la plante, de I’environnement et des conditions climatiques
(Verbeken et al., 2003). La gomme Arabique a pu étre séparée en 3 fractions par des
méthodes chromatographiques. La fraction principale est un AG contenant trés peu de
protéines et ayant une masse moléculaire proche de 3,8x10° g/mol. Les deux autres fractions
sont un AGP contenant 10 % de protéines et présentant une masse molaire de prés de
1,45x10° g/mol. Enfin, la troisiéme fraction qui ne représente qu’une trés faible partie de la
gomme (de I’ordre de 1,2 %) est une glycoprotéine de faible masse molaire (2,5x10° g/mol)
au niveau de laquelle la partie protéique riche en acide aspartique représente 42 %. Les
fractions protéiques de I’AG et de I’AGP sont pour leur part riche en L- hydroxyproline
(Hyd), L-serine (Ser) et proline (Pro) (Ray et al., 1995; Randall et al., 1989; Islam et al.,
1997). 11 existe beaucoup d'exsudats végétaux (Tableau 6), autres que les gommes arabiques
issues des genres Acacia (Redgwell et al., 2005). La gomme ghatti a une composition en
monosaccharides incluant principalement de 1’arabinose et du galactose et dans une moindre
mesure du rhamnose, du xylose, du mannose, du glucose et des acides uroniques. Comme
tous les AGP, ce polysaccharide est associé¢ avec des protéines en quantité inférieure a 5 %
(Ghosh et al., 2015, Kang et al., 2011). De méme, Anacardium occidentale produit une
gomme principalement constituée de galactose (73 %) et dans une moindre mesure
d’arabinose (5 %). Comme la gomme ghatti, cette gomme contient d’autres monosaccharides
en quantités mineures tels que le rhamnose, le glucose, le mannose et 'acide glucuronique.
Les autres gommes telles que la gomme exsudative de Spondias dulsis (Martinez et al., 2003),
I’exsudat des mangues (Nagel ef al., 2015) et ’exsudat de fruits de Bromelia hieronymi

(Bongiorno de Pfirter et al., 1973) contiennent également des AGs de type IL.
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Tableau S : Origine, composition et masses moléculaires des AG de type II et des AGP

Mw

Sources Monosaccharides (%) Références
(g/mol)
Gal Ara Gle AU Man Rha Xyl

Brassica campestris 48 46 6 ) _ ) ) _ Siddiqui et Wood, 1972
(rape)
Brassica nopus (rape) 10 90 - - - - - - Larm et al., 1975
COera arabica 482 19,8 - - 0,8 1,1 - 1,1x10* Navarini et al., 1999
(graines)
Glycine max (graines de ¢ 34 . - - - - 3,3x10° Morita, 1965 ; Kikuchi
soja) 1972
Jatropha curcas L. - - - 3.4 4,0 - 3,5 1,4%10° Janina ef al., 2010
(graines)

Neukom et Markwalder,
Triticum aesticum 58.4 40,8 - - - - 0,8 -

1975

Acacja senegal (gomme 40 36,7 - 16,1 - - - 3,8x 108 Redgwell et al., 2005
arabique)
Anoectochilus 56.5 22.4 5.4 ) 5.4 . - 2,9%10* Lai et al., 2015
formosanus
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Tableau 5 (suite) : Origine, composition et masses moléculaires des AG de type Il et des AGP

Mw

Sources Monosaccharides (%) Références
(g/mol)

Gal Ara Gle AU Man Rha Xyl
Araucaria angustifolia 55 37 - 5 - 3 - 1,2x10° Maurer et al., 2010
Cannabis satiua 28,3 42,5 25,6 - 3,6 - - 0,2x10° Hillstead et al., 1977
(feuilles)
Chrysanthemum 58,8 38,4 2,8 - - - - 1,710° Liang ef al., 2014
morifolium
Centella asiatica 1,9 1,0 - 0,3 - 0,3 0,2 5,4x10° Wang et al., 2005
(feuilles)
Cistanche deserticola 1,8 3,5 0,9 - traces traces - 6,8x10* Wu et al., 2012
(tiges)
Echinacea purpurea 59,1 33,2 - - 2,6 1,1 - 1,2x10° Classen et al., 2000
(jus)
Endopleura uchi 16,3 6,8 34,0 14,2 52 21,0 2,5 1,1x10° Bento et al., 2014
(écorce)
Glinus oppositifolius 9,7 5,5 3,3 68,3 0.6 10,3 0,5 7x10* W et al., 2005

(parties aériennes)
)
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Tableau 5 (suite) : Origine, composition et masses moléculaires des AG de type Il et des AGP

Sources Monosaccharides (%) Mw Références
(g/mol)

Gal Ara Gle AU Man Rha Xyl
Isatis indigotica 1,5 1,0 - - - - - 6,6x10" Shan ez al., 2015
Lycium barbarum 44,3 42,9 - 9,4 - 3,3 0,3 0,4-1x10°  Redgwella ez al., 2011
(Fruit)
Larix laricina (Bois) 80,5 15,2 0,7 - 3,1 - 0,5 38x10° Goellner ez al., 2011
Larix dahurica L 85,9 12,5 - - - 0,2 1,2 1,6x 10* Odonmaiig et al., 1994
Lycium ruthenicum 10,4 14,9 - - - 1,0 - 1,3x10* Peng et al., 2016
(fruit)
Nicotiana alata 12,9 8,2 59 - 3,3 11 1,9 1,4x10° Gane et al., 1995
Oryza sativa 44,8 10 29.8 - 9,3 - 6,1 7,7x10* Yang et al., 2015
Pereskia aculeata 54 83 1.8 - - . . - Merce et al., 2011

(feuilles)
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Tableau 5 (suite) : Origine, composition et masses moléculaires des AG de type Il et des AGP

Mw

Sources Monosaccharides (%) Références
(g/mol)
Gal Ara Gle AU Man Rha Xyl
Stev.ia rebaudiana 20 38 _ 37 _ 5 _ 1.1x10* Oliveira et al., 2013
(feuilles) )
Silybum marianum 10.8 6,6 61,3 - _ 8,3 12,8 10x10* Sanchez et al., 2008

(Suspension cellulaire)
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Tableau 6 : Origine, composition et masses moléculaires des AG-1II et AGP des autres gommes exsudatives

Sources Monosaccharides (%) Mw (g/mol) Références
Gal Ara Glce UA Man Rha Xyl

Anogeissus latifolia 16,4 49,7 85 21 22 21 3,7 - Kang et al., 2011
(gomme ghatti)
Anacardium occidentale 73 5 11 6,3 1 4 - 1,6x10* De Paula et Rodrigues, 1995
Bromelia hieronymi 22 41,5 - 5,5 - - 31 - Bongiorno de Pfirter ez al., 1973
(exsudat de fruit)
Cirrus limonio 36 33 - 7 - 5 - 20x10° Stoddart et Jones, 1968
Combreturn fiartmonnianum 22 43 - 513 10 4 6 6,4x10° Anderson et Bell, 1976.
Mango peel 2,8 38 1.6 - - - - 2,2x10* Nagel et al., 2015
(mangue exsudat)
Odina wodiei 28,6 50 - 20 - 1,4 - - Gupta et Mukherjee, 1973
Panax notoginseng 43,7 56,3 - - - - - 2,1x10* Wang et al., 2015
Spondias dulsis 50 12 - - 6 17 1 - Martinez et al., 2003

(gomme exsudative)
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1.4.1.4.3. Les enzymes qui dégradent les AG

Les galactanases sont impliquées dans la dégradation des polysaccharides des plantes en

général et des pectines en particulier. Elles comprennent des endoenzymes, des exoenzymes

et des osidases. Cet ensemble d’enzymes hydrolyse les liaisons impliquant les résidus

galactoses au sein des galactanes linéaires ou d’arabinogalactanes de type I et II (Véronique,

2007). On distingue ainsi différentes galactanases :

- Les endo f-p-galactanases (E.C.3.2.1.89) qui hydrolysent généralement les liaisons S-(1,4)

entre deux résidus de galactose et libérent du galactose et/ou des oligalactanes de DP inférieur

ou égal a 4 (Nakano et al., 1990 ; Brillouet et al., 1991) ;

- Les exo f-p-galactanases (EC 3.2.1.145) sont spécifiques des liaisons $-(1,4) ou f-(1,3) et

sont d’origine bactérienne (Pellerin et Brillouet, 1994). Le produit d’hydrolyse est composé

principalement de galactane li¢ en O-3 et en (3,6) (Pellerin et Brillouet, 1994) ;

- Les endo-(1,6)-f#-D-galactanases (EC 3.2.1.164) qui hydrolysent spécifiquement les /-

(1,6)-D-galactooligosaccharides possédant un DP supérieur a 3(Okemoto et al., 2003) ;

- Les f-p—galactosidases (E.C.3.2.1.23) hydrolysent les liaisons f-(1,4) des AG de type I de
faible masse moléculaire et liberent les résidus galactose terminaux non réducteurs présents

au sein des galactanes (Sekimata et al., 1989).

Les propriétés biochimiques et physico-chimiques de quelques enzymes de clivage

spécifiques des arabinogalactanes sont présentées dans le Tableau 7.
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Tableau 7: Propriétés biochimiques et physico-chimiques de quelques enzymes de clivage spécifique des arabinogalactanes

Sources des enzymes

Masse moléculaire

(kDa)

Activité spécifique
(U/mg)

Toptimale

°C)

pHoptimal

Fournisseur

Endo-f-(1,4)-galactanase

(Clostridium thermocellum)

Endo-(1,4)-4-galactanase

(Aspergillus niger)
Endo-(1,4)-f-galactanase

(Cellvibrio japonicus)

Endo-(1,6)-4-D-galactanase

(Aspergillus niger)
Endo-(1,6)-4-D-galactanase

(Trichoderma viride)
exo-f-(1,3)-galactanase

(Bifidobacterium longum)
exo-f-(1,3)-galactanase

(Clostridium thermocellum)
exo-f-(1,3)-galactanase

(Aspergillus niger)
[-galactosidase

(Aspergillus niger)

44.6

48

41,1

5.9

6,2

33

400

102

200

60

50

40

60

4,5

4,0-4,5

6,0-8,0

4,5

Megazyme International

Ireland
Megazyme International

Ireland
Megazyme International

Ireland

Megazyme International

Ireland
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1.5. DEGRADATION DES POLYSACCHARIDES

La méthodologie d’analyse d’un polysaccharide repose sur [’obtention d’unités
oligosaccharidiques plus faciles a caractériser par les techniques de RMN et de spectrométrie
de masse. Cependant, dans le cas des polysaccharides contenant des acides uroniques, la
stabilit¢ de la liaison uronosidyle rend souvent délicate 1’application des méthodes
classiquement utilisées en chimie des sucres. Les liaisons qui engagent un ou plusieurs acides
hexuroniques peuvent néanmoins constituer une zone de rupture privilégiée. Cette propriété
est souvent mise a profit pour le développement de méthodes spécifiques applicables aux
polysaccharides natifs contenant des acides uroniques. Les méthodes les plus efficaces
demeurent toutefois celles qui font appel aux enzymes spécifiques qui vont permettre

I’obtention d’unités de répétitions plus facilement analysables (Brudieux, 2007).

1.5.1. Hydrolyse chimique

1.5.1.1. Hydrolyse acide ménagée

Cette méthode basée sur la résistance différentielle des liaisons glycosidiques permet en
théorie de libérer des fragments oligosaccharidiques de masses molaires variables. Le
mécanisme général comprend 3 étapes successives (Figure 15). En milieu acide, 1’oxygene
anomere est protoné. Il s’en suit la décomposition de 1’acide conjugué en ion oxonium,
stabilis¢ par résonance sous la forme conformationnelle de demi-chaise. L’extrémité

réductrice est enfin régénérée par addition d’eau.

CH,OH
(@]
H OR’
RO
__ KR _chyon
OH C—Q

HO

ﬂﬂf |

B CH,OH ]

CHZO(I)-| CH,OH ot CHZO(I;
H ° N N 10
OH R N oH —  NoH OH
OH H
RO R'OH | ro RO RO
OH

OH L OH OH

R,R' = Aglycone ou chaine glucidique

Figure 15 : Mécanisme général de I’hydrolyse acide des glycosides (Bemiller, 1967)
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Dans le cas des polysaccharides acidocarboxylés, la stabilité chimique des liaisons impliquant
les acides uroniques confére aux polymeéres une certaine résistance aux acides forts, y compris
a température élevée. On observe alors une cinétique relativement faible dans le cas de
I’hydrolyse d’un polymere engageant des liaisons uronosidyles. La stabilit¢ de ces liaisons a
I’hydrolyse acide s’explique par les effets inducteurs et conformationnels du groupement
carboxyle en C-5 (Figure 16) (Timell ef al.,1965). Les électrons du doublet de 1’oxygeéne du
cycle forment une liaison hydrogéne avec le proton carboxylique diminuant la capacité¢ du
doublet de Ioxygeéne a se délocaliser sur la liaison O-C1 par effet mésomere. L’état de

transition est, dans ce cas, peu favoris¢.

7\

R'= unité osidique

Figure 16 : Stabilité de la liaison uronosidyle a I’hydrolyse acide (Timell ez al., 1965)

1.5.1.2. Autohydrolyse

L’autohydrolyse des polysaccharides est une méthode de dégradation extrémement douce qui
suit le méme mécanisme qu’une hydrolyse acide. L’acidité est ici apportée par les fonctions
carboxyles et/ou sulfates du polysaccharide. Rapportée par Hirst et Jones en 1938 pour
I’analyse de gommes végétales, 1’autohydrolyse a ensuite largement ét¢ employée lors de
I’¢tude des phycocolloides et des polysaccharides sulfatés. La sensibilité et la sélectivité du
polymeére a 1’autohydrolyse sont directement dépendantes de la nature des liaisons
glycosidiques et de la répartition des charges sur le polysaccharide. Des études relatives au
mécanisme de 1’autohydrolyse indiquent des différences majeures entre le role des sulfates et
des groupements carboxyles sur la sélectivité de la réaction. En effet, les groupements sulfatés
se dissocient totalement pour des valeurs de pH< 7 contrairement aux groupements
carboxyliques qui s’ionisent en deca de pH 5. De plus, les groupements carboxyliques sont
stables en milieu acide a température ambiante; les acides uroniques ne se décomposant

qu’aprés une période de chauffage prolongée, alors que les groupements sulfates sont
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rapidement hydrolysés et convertis en acide sulfurique. Ciancia et Cerezo (1993) ont montré
une certaine sélectivité de I’autohydrolyse. Contrairement a 1’acidité apportée par les sulfates
qui n’est pas localisée en un point précis du polymere, la fonction carboxyle catalyse la
réaction d’hydrolyse au niveau des liaisons (1,4) précédant un acide uronique (Figure 17).
Tres facile a mettre en ceuvre, 1’autohydrolyse nécessite au préalable la mise sous forme acide
des polysaccharides par simple passage sur résines acides échangeuses d’ions. Les protocoles
se déroulent ensuite dans des conditions de température et de pression variables qui sont
directement dépendantes de la résistance des polysaccharides a I’hydrolyse.

Classiquement, les conditions retenues vont de la température ambiante sous pression
atmosphérique jusqu’a des températures de 190°C a 13 bars dans le cas du vapocraquage du
bois (Brudieux, 2003). Une telle méthode conduit a la libération d’oligosaccharides de DP
variables. Enfin, en raison de son caractére non agressif, I’autohydrolyse protége les
substitutions non carbonées des polysaccharides. Elle limite par exemple les phénomeénes de
désulfatation des phycocolloides ou dé-acétylation des xylanes ce qui, du point de vue de

I’analyse structurale, apporte des renseignements précieux.

\
e
— V4
/‘0——cC
H, ol
\;8
/ OH \O//

OH

Figure 17 : Catalyse intramoléculaire d’une liaison (1,4) par un groupement carboxyle
précédant un acide uronique (Ciancia et Cerezo, 1993)

1.5.2. Hydrolyse enzymatique

La structure des parois végétales étant trés hétérogeéne et complexe, leur dégradation nécessite
une grande diversité d’enzymes. La dégradation compléte des parois végétales en sucres
simples nécessite différents types d’enzymes (Mirande, 2009). Parallelement a la
classification EC des glycoside-hydrolases (GH), réalisée en fonction de la spécificité¢ du
substrat et du type de réaction catalysée, les domaines catalytiques des glycoside-hydrolases
sont classés en familles selon leur homologie de séquences en acides aminés (Henrissat et

Bairoch, 1993).
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Les modes d’action :

Les glycoside-hydrolases fonctionnent selon deux mécanismes de type acide/base,entrainant
une rétention ou une inversion de la configuration du carbone anomere du site d’hydrolyse.
Le mécanisme d’inversion se déroule en une seule étape (substitution nucléophile) qui
implique la participation d’un acide ou d’une base dans la catalyse avec l’attaque d’une
molécule nucléophile, I’eau (Mirande, 2009). Le mécanisme de rétention se déroule en 2
¢étapes selon un mécanisme de double-déplacement permettant la formation d’un intermédiaire
glycoside-enzyme qui est ensuite hydrolysé par 1’ion oxocarbonium (Davies et Henrissat,
2002). La réaction se poursuit par la formation d’un groupe hydroxyle a partir d’'une molécule
d’eau sur le carbonium et d’un proton sur le nucléophile. Ce 2¢éme mécanisme est majoritaire
chez les xylanases et les cellulases (Tomme ef al., 1995).

Malgré la grande diversité des familles de GH, la topologie de leur site actif peut étre classée
en trois catégories selon leur forme (sillon, tunnel ou poche). La topologie du site actif reflete
le mode d’action d’une enzyme. Au sein d’une méme famille de GH, des enzymes peuvent
avoir des sites actifs avec des géométries différentes et donc des modes d’action différents
(Davies et Henrissat, 1995). La relation entre la topologie du site actif et le mode d’action des
enzymes a été particuliérement étudiée.

La relation entre la topologie du site actif et le mode d'action des enzymes a été

particuliérement étudiée dans le cas des cellulases :

- le type «endo»

Ces enzymes hydrolysent de fagon aléatoire des liaisons a l'intérieur des chaines
polysaccharidiques, générateur de nouvelles chaines plus courtes et libéral ainsi de nouvelles
extrémités. Le site actif de ces enzymes possede une topologie ouverte plusieurs résidus
glucidiques. Une chaine se positionne dans le sillon du site actif et la liaison

Glycosidique est ensuite clivée (Figure 18).

- le type «exo»

Cette théorie est destinée aux enzymes qui €voluent le long de la chaine glucidique.
Ces enzymes hydrolysent de fagon progressive les chaines a partir d'une extrémité, libérant
ainsi des mono ou disaccharides (Davies & Henrissat, 1995). On parle alors de mode d'action
de type «exo», ce mécanisme est dit processif. Enfin, certaines enzymes sont capables d'ouvrir

leur site temporairement actif pour attaquer de facon «endo» une liaison glycosidique a
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l'intérieur d'une chaine, puis de dégrader cette dernicre, a partir des extrémités qui vient de
générer. Ces enzymes sont appelées endoprocessives.

Site actif en forme de sillon Site actif en forme de tunnel
Mode d’action de type « Endo » Mode d’action de type « Exo »

Figure 18 : Représentation de cellulases de type « endo » et « exo »

Les modes d'action

Les glycoside-hydrolases fonctionnent selon deux mécanismes de type acide/base, entrainant
une rétention ou une inversion de configuration du carbone anomérique du site d'hydrolyse.
Le mécanisme d'inversion se déroule en une seule étape (substitution nucléophile) qui
implique la participation d'un acide ou d'une base dans la catalyse avec l'attaque d'une
molécule nucléophile, I'eau. Le mécanisme de rétention se déroule en 2 étapes selon un
mécanisme de double-déplacement permettant la formation d'un glycoside-enzyme
intermédiaire qui est ensuite hydrolysé par l'ion oxocarbonium. (Figure 19) (Davies &
Henrissat, 2002). La réaction se poursuit par la formation d'un groupe hydroxyle a partir d'une

molécule d'eau sur le carbonium et d'un proton sur le nucléophile.
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Figure 19 : Mécanismes d’inversion et de rétention de configuration obtenus lors de

I’hydrolyse des polyosides par les GH.

Plusieurs types d’enzymes, spécifiques des nombreux substrats présents dans les fibres,

interviennent donc dans la dégradation des parois végétales. L ensemble de ces enzymes est

résumé dans le Tableau 8.

53



Tableau 8 : Enzymes intervenant dans la dégradation des parois végétales

Enzymes

Substrats

Liaisons clivées

Produits d'hydrolyse

Endo-f-(1,4)-glucanase
Exo-f-(1,4)-glucanase
Cellodextrinase
Cellobiase
Endo-f-(1,4)-xylanases
Exo-f-(1,4)-xylanases
f-(1,4)-xylosidase
a-L-arabinofuranosidase

a-glucuronidase

O-acétyl xylane estérase

Acide férulique estérase

Acide p-coumarique estérase

B-(1,3)-glucanase
S-(1,3)-(1,4)-glucanase
B-(1,4)-glucanase

Cellulose
Cellulose
Cellulo-oligomeres
Cellobiose
Xylane
Xylane
Xylobiose
Arabinoxylane

Glucuronoxylane

Acétyl xylane
Ac férulique 1i¢ aux résidus
arabinose
Ac p-coumarique li¢ aux résidus
arabinose
Laminarine
Lichénine, S-glucanes

Lichénine, f-glucanes

S-(1,4)-glucose
S-(1,4)-glucose
[-(1,4)-glucose
S-(1,4)-glucose
[-(1,4)-xylose
f-(1,4)-xylose
S-(1,4)-xylose
a-(1,3)-xylose
a-(1,3) ou (1,2) acide
glucuronique
Acétyl ester

Féruloyl ester
p-coumarique ester
S-(1,3)-glucose

S-(1,3) et (1,4)-glucose
S-(1,4)-glucose

Cellooligomeres
Cellobiose
Cellobiose et cellotriose
Glucose
Xylooligomeéres
Xylobiose
Xylose
Arabinoxylane et arabinose
Glucuronoxylane et acide
glucuronique
Acétyl xylane et acétate

Acide férulique et xylane
Acide p-coumarique et xylane
Oligolaminarines

Oligolichénine, S-oligoglucanes

Oligolichénine, S-oligoglucanes

54



Tableau 8 (suite) : Enzymes intervenant dans la dégradation des parois végétales

Enzymes

Substrats

Liaisons clivées

Produits d'hydrolyse

Polygalacturonase

Polygalacturonate lyase

Pectine méthyl estérase
Endo-(1,4)-4-D-galactanase
Endo-(1,6)-4-D-galactanase

Exo-galactanase
[-D-galactosidase

Polygalacturonase

Polygalacturonate lyase

Pectine méthyl estérase
Endo-(1,4)-4-D-galactanase
Endo-(1,6)-4-D-galactanase

Exo-galactanase

Polygalacturonane désestérifié

Polygalacturonane et pectines

Pectines
Arabinogalactane
B-(1,6)-p-D-galactane
Galactooligosaccharide
Arabinogalactane

Polygalacturonane désestérifi¢

Polygalacturonane et pectines

Pectines
Arabinogalactane
B-(1,6)-p-D-galactane

Galactooligosaccharide

a-(1,4)-galacturonide

a-(1,4)-galacturonide

Méthyl ester
f-(1,4)-D-galactane
Galactooligosaccharide
Galactooligosaccharide
[S-(1,4)-D-galactane

a-(1,4)-galacturonide

a-(1,4)-galacturonide

Méthyl ester
S-(1,4)-D-galactane
Galactooligosaccharide

Galactooligosaccharide

Oligomeres d’Acide
polygalacturonique
Oligomeres d’Acide
polygalacturonique
Méthanol polygalacturane
Galactose, galactobiose
Galactooligosaccharide
Galactooligosaccharide
Galactooligosaccharide
Oligomeres d’acide
polygalacturonique
Oligomeres d’Acide
polygalacturonique
Méthanol polygalacturane
Galactose, galactobiose
Galactooligosaccharide

Galactooligosaccharide
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1.6. ACTIVITES BIOLOGIQUES DES ARABINOGALACTANES

Les arabinogalactanes sont des polysaccharides structuraux largement décrits dans la
littérature pour leurs propriétés biologiques (Thakur et al., 2012). D'une manicre générale, les
AGs possedent de nombreux effets bénéfiques dans les domaines alimentaire et
pharmacologique. En effet, les AGs sont présentés comme des agents anti-inflammatoires,
anti-complémentaires, gastro-protecteurs, immuno-modulateurs, ou encore comme des agents
de support de médicament (Bovo et al., 2016; Chen et al., 2012; Svetlana et al., 2002;
Maroziene et al., 2000; Kawai et al., 1999; Sugihara et al, 1999). Dans ce chapitre, nous
présentons de maniere non exhaustive, les principales activités biologiques des AG telles que
les activités anti-complémentaires, les activités prébiotiques, les activités antioxydantes et les
activités anti-tumorales. Pour plus d’informations, les activités biologiques connues des

arabinogalactanes sont résumées dans le Tableau 9.

1.6.1. Activité anti-complémentaire

Le systtme du complément se définit comme un ensemble de protéines de nature
membranaire ou plasmatique jouant un role primordial dans les mécanismes de défense
immunitaire (Kazatchkine et Carreno, 1998). Il intervient dans la défense de l'organisme
(¢limination des complexes immuns et destruction des agents infectieux) et dans certains
processus pathologiques tel que 1’inflammation (Kazatchkine et Carreno, 1998). Dans le sang,
le systéme du complément est responsable de la lyse des globules rouges (I'hémolyse). Le
terme activité anti-complémentaire se rapporte a I’inhibition observée de 1’hémolyse due a
I’interaction entre les protéines du complément et un principe actif (Morgan et Harris, 2003).
De maniere générale, les tests ne différencient pas l'activation ou l'inhibition du systeme du
complément, mais il prouve que le systeme du complément est affecté par la présence de
certains principes actifs tels que des polysaccharides (Kraus et Franz, 1992). A ce titre, de
nombreux AG-I, AG-II et AGP extraits de différentes plantes telles que : le bois de méleze,
les feuilles de Plantago major, les feuilles de Thymus vulgaris, les racines de Angelica
acutiloba kitagawa et les racines de Codonopsis pilosula ont montré des activité anti-
complémentaires (Kiyohara et al., 1986 ; Kiyohara et al., 1987 ; Kiyohara et al., 1989 ;
Yamada ef al., 1987 ; Yamada et al., 1965 ; Samuelsen et al., 1998 ; Samulsen et al, 1996 ;
Zou et al., 2014 ; Chun et al., 2001...). Récemment, des études ont ¢té réalisées sur la
modulation des effets anti-complémentaires humains par I’utilisation d’arabinogalactanes

issus de différentes gommes exsudatives (Bovo et al., 2016).
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1.6.2. Activité prébiotique

La notion de molécules prébiotiques a été largement définie dans la littérature et une des
premieres descriptions a été proposée en 1995 par Gibson et Roberfroid. Les prébiotiques
peuvent étre définis comme des ingrédients alimentaires non digestibles et non absorbés dans
l'intestin gréle. Les prébiotiques sont fermentés par le microbiote de l'intestin. Il a été
clairement établi que les prébiotiques sont des ingrédients non digestibles entrainant des
changements sur l'activité du microbiote gastro-intestinal. Ils conférent également des
avantages sur la santé de 1'hdte par la stimulation de la croissance d'un nombre limité de
micro-organismes dans le colon (Saad et al., 2013). L’utilisation de prébiotiques peut alors
restaurer la diversité de la flore intestinale et en apportant des effets positifs sur le systeme
immunitaire (Valcheva et Dieleman, 2016; Saad et al., 2013). Selon Laparra et Sanz (2010),
trois critéres ont ¢t¢ mentionnés comme nécessaires pour mesurer l'efficacit¢é d’un
prébiotique: (i) la résistance a I’acidité de I’estomac et aux activités enzymatiques du systéme
digestif, (ii) la possibilit¢ d’étre fermenté par les micro-organismes de la flore intestinale et,
(7ii) la modulation et la stimulation de la croissance des bactéries bénéfiques au niveau de
I’intestin. Les prébiotiques sont des glucides utilisés comme ingrédients alimentaires et des
oligosaccharides principalement fonctionnels issus de I'inuline, des gommes exsudatives, de
I'amidon, du xylane et des hémicelluloses (Saad et al., 2013). Les arabinogalactanes sont
décrits comme des fibres prébiotiques et les AG de bois de Méleze ont été approuvée en tant
que telles par la Food and Drug Administration (FAD) (Gregory, 1999). Cela signifie que les
AG ne sont pas digérés et sont véhiculés au travers du tractus digestif jusqu’au gros intestin
ou ils sont activement fermentés par la microflore intestinale anaérobie dites bénéfiques
composée principalement de Bifidobactéries et de Lactobacillus (Saad et al., 2013). De plus,
les AG assurent le confort digestif en aidant a la protection de la flore intestinale, a la
diminution des ballonnements et a I’optimisation du métabolisme (Saad ef al., 2013). Frémont
(2007) décrit la gomme d’Acacia comme une fibre naturelle multifonctionnelle stimulant le
développement des bactéries bénéfiques et la production des acides gras a chalnes courtes
(AGCC) permettant alors la régulation du transit intestinal et du métabolisme des lipides.
Ainsi, I’augmentation de cette flore bénéfique contribue a la diminution de la biomasse
bactérienne indésirable pour la santé¢ de I’hote telle que celle de Clostridia (Fitzpatrick et al.,
2004). Comme relaté par Fitzpatrick et al. (2004), au niveau de la flore intestinale, la
fermentation des AG joue un rdle clé dans la protection contre les maladies gastro-intestinales
en permettant: une augmentation de la production d’AGCC tels que le butyrate et le

propionate et, une diminution de la quantit¢ d’ammoniac générée. Notons que de nombreux
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cliniciens utilisent des prébiotiques tels que les AG pour prévenir et traiter les maladies
intestinales comme la diverticulose, le syndrome du colon irritable, ainsi que les maladies
inflammatoires de I’intestin comme 1'iléite régionale (maladie de Crohn) et la colite ulcéreuse
(rectocolite hémorragique) (Fitzpatrick et al., 2004 ; Steed et al., 2008). Finalement, des
travaux récents ont permis de développer des procédés de dépolymérisations enzymatiques
d’arabinogalactanes issus des gommes végétales afin de générer différentes fractions
oligosaccharidiques présentant des propriétés prébiotiques plus importantes que le AG non
trait¢ enzymatiquement (Gavlighi et al., 2013). Il a ainsi ét¢ démontré que les fractions de
faibles masses moléculaires augmentaient significativement la croissance de probiotiques tels
que : Bifidobacterium longum subsp. longum, Bifidobacterium longum subsp. infantis,
Lactobacillus acidophilus et Bifidobacterium lactis. De plus certaines de ces fractions
oligosaccharidiques ont montré un effet inhibiteur sur la croissance de pathogenes tels que
Clostridium perfringens. Ces travaux mettent en avant 1’application possible d’oligomeres
d’arabinogalactane dans le domaine alimentaire en apportant une nouvelle valeur ajoutée aux

gommes alimentaires classiques.

1.6.3. Activité antioxydante

Lors d'un stress oxydatif, des molécules spécifiques appelées especes réactives de l'oxygene
(ROS) sont générées. Par conséquent, certains tissus cellulaires endommagés ont pu étre
observés en raison de l'effet des ROS sur les macromolécules biologiques telles que les
lipides, les protéines et les acides nucléiques (Halliwell et Auroma, 1991). Le stress oxydatif
est connus pour générer des ROS tels que le radical anion superoxyde et le radical hydroxyle
largement décrits pour leur réle important dans la cancérogenése (Cuzzocrea et al., 2001).
Pour lutter contre les dommages oxydatifs, les molécules antioxydantes sont généralement
utilisées pour protéger les cellules humaines en régulant la quantité de ROS générés. D’une
mani¢re générale, dans l'industrie alimentaire, des antioxydants chimiques, tels que le
butylhydroxytoluéne (BHT), le tert-butylhydroquinone (TBHQ), le propyl gallate (PG) ou le
butylhydroxyanisole (BHA) sont utilisés (Qi ef al., 2005). Néanmoins, leur utilisation dans les
aliments est de plus en plus controversée en raison de leur impact potentiel dans la
carcinogenese (Elboutachfaiti ef al., 2011). L'industrie alimentaire reconnait de plus en plus
l'importance des antioxydants dans la conception de nouveaux aliments fonctionnels a valeur
ajoutée. Ces antioxydants alimentaires non seulement aident a prévenir les maladies
dégénératives liées aux radicaux libres, mais aussi a améliorer la durée de conservation des

aliments fonctionnels. Dés lors, au cours des dernieres décennies, 1’utilisation d’antioxydants
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naturels a ¢ét¢ de plus en plus privilégiée. Parmi eux, les polysaccharides et plus
particulicrement les AG ont été décrits comme des molécules antioxydantes validées en
utilisant diverses techniques telles que les mesures du pouvoir : anti-radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), anti-radical anion superoxyde (O,) et antiradical hydroxyle (HO®) ou
encore ; la méthode de FRAP (Ferric Reducing-Antioxidant Power) mesurant la réduction des
ions ferriques en présence d'antioxydants et finalement les dosages spécifiques mesurant
I’inhibition de la peroxydation des lipides (Ngo et Kim, 2013; Delattre et al., 2011). A titre
d’exemple, des arabinogalactanes isolés a partir de : 1'écorce de racine d’Aralia elata, la
gomme gatti (Anogeissus latifolia gum), 1’écorce de Larix gmelinii, la feuille de Maytenus
ilicifolia, 1a feuille de Andrographis paniculata et, la feuille de Fallopia sachalinensis ont été
décrits pour leurs propriétés antioxydantes intéressantes notamment dans la capacité a piéger
les radicaux anion superoxyde et hydroxyles (Ghosh et al., 2015 ; Chatterjee ef al., 2014 ; Liu
et al., 2010 ; Zhang et al., 2013 ; Nosalova et al., 2013 ; Baggio et al., 2012). D'une manicre
générale, de nombreuses ¢tudes ont confirmé les propriétés antioxydantes de la gomme
Arabique (Ali et Al Moundhri 2006; Hinson et al., 2004; Trommer et Neubert, 2005). Plus
récemment encore, un AGP issus de gomme de Lannea grandis (Majee et al., 2016) et un AG
issus de feuilles de Lycium ruthenicum murra (Liu et al., 2016) ont été décrits pour leur
pouvoir antioxydant. Ainsi, tous ces arabinogalactanes constituent donc une source potentielle

d’antioxydants naturels pouvant intéresser 1'industrie alimentaire.

1.6.4. Activité antitumorale

A l'heure actuelle, le cancer est probablement considéré comme l'une des principales causes
de déces chez I'Homme. Récemment, Amaro et al. (2013) ont mentionné que l'incidence du
cancer a augmenté par deux au cours des dernieres années. Le développement du cancer
nécessite plusieurs étapes ou l'apparition d'événements détermine la transition d'une cellule
normale en une cellule tumorale. Ces événements sont généralement associés a une perte des
mécanismes controlant divers processus biologiques. Cela peut alors entrainer 1'accumulation
d'altérations génétiques, des changements dans le nombre de copies du gene, des
réarrangements chromosomiques, des mutations et des altérations épigénétiques (Robles-
Fernandez et al., 2013). Au cours de phénoménes tumoraux, plusieurs protéines comme par
exemple les caspases sont bien connues pour é&tre impliquées dans le processus de
carcinogenese (Guedes et al., 2003). Par conséquent, des activités de nature protéasique sont
nécessaires pour empécher et supprimer le mécanisme entrainant la tumeur cellulaire (Amaro

et al., 2013). Pour le traitement du cancer, des méthodes de chimiothérapie sont couramment
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développées en utilisant des médicaments anticancéreux trés cytotoxiques (Ehrke, 2003). Des
lors, pour améliorer le bien-étre et les bénéfices santé, il existe un fort besoin concernant
’utilisation de composés naturels en tant qu'agents anti-tumoraux (Themeli et al., 2013;
Schepetkin et Quinn, 2006). Ainsi, ces derni¢éres années, les activités anti-tumorales de
polysaccharides tels que les arabinogalactanes ont été étudiées par des expériences in vitro et
in vivo. Dans leurs travaux, Cao et al. (2006 et 2010) ont étudié les propriétés anti-
cancéreuses d’AG. En utilisant les AG extraits de racines de Angelica sinensis, les auteurs ont
mis en évidence I’inhibition de la prolifération de différentes cellules cancéreuses issues du
col de l'utérus (cellules Hela : lignée cellulaire cancéreuse) et de poumon humain (cellules
A549 : lignée cellulaire cancéreuse). Les mémes auteurs ont démontré que cette AG issus de
Angelica sinensis étaient capable d'inhiber la croissance des tumeurs chez la souris. En effet,
il a été particulicrement observé que le taux d'inhibition atteignait 50,7 % chez les souris
traitées avec une dose de 100 mg d’AG / kg (Cao et al., 2006, 2010). Dans une autre étude, il
a été¢ montré que des AG extraits d’écorce de Endopleura uchi pouvaient inhiber a hauteur de
25 % la prolifération de cellules cancéreuses Hela issues du col de l'utérus (Bento et al.,
2014). Dans leurs ¢tudes, Beuth ez al. (1988 et 1987) ont démontré que I'AG extrait de Larix
europaea avait un effet inhibiteur sur la colonisation des cellules tumorales hépatiques dans
deux mod¢les de tumeurs animales. Les auteurs ont notamment montré que I’AG bloquait
spécifiquement les lectines des hépatocytes. Dans d’autres travaux, l'activité anti-cancéreuse
de I'AG extrait d’Anoectochilus formosanus a été¢ évaluée sur un model du cancer du cbélon de
souris (Yang et al., 2014). 11 a été observé que I’AG permettait de réduire la masse et la taille
de la tumeur cancéreuse. En effet, dans cette étude, les auteurs mentionnent que trois
semaines de traitements avec une dose d’AG de 15mg/kg entrainaient l'inhibition de la
croissance des tumeurs de 61,7%. Finalement, notons que 1’angiogénése joue un role essentiel
dans le développement des tumeurs cancéreuses. Bloquer les mécanismes de 1’angiogénése
dans la tumeur permet donc de limiter la progression du cancer. A ce titre, un AG extrait des
fleurs de Panax notoginseng a permis d’inhiber 1’angiogénese dans des cellules cancéreuses

de pancréas (Wang et al., 2015).
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Tableau 9 : Principales activités biologiques décrites chez les arabinogalactanes

Espeéces

AG actifs

Activités

Références

AGI AGII

Angelica acutiloba

Atractylodes lancea

Bupleurum
falcatum
soybean meal
Bupleurum
falcatum
Camellia sinensis
Cistanche
deserticola
Cuscuta chinensis
Cuscuta chinensis
Diospyrus kaki
Entada africana
Glinus
oppositifolius
Glycyrrhiza
uralensis
Larix spp
Lycium barbarium
Melocactus
depressus
Panax ginseng
Panax ginseng
Piper nigrum
Plantago major
Vernonia
Kostchyana
Cereus peruvianus

Centella asiatica

anti-complémentaire
immunitaire
intestinale

anti-ulcéreuse

anti-ulcéreuse

anti-complémentaire

anti-diabétique

Immunostimulante

Immunostimulante
Antioxydante
Immunostimulante
Immunostimulante

immunomodulatrice

immunomodulatrice

Immunostimulante
Immunostimulante

Immunostimulante

immunomodulatrice
anti-complémentaire
anti-complémentaire
anti-complémentaire

anti-complémentaire

anti-ulcéreuse

immunomodulatrice

Yamada et al., 1985
Taguchi et al., 2004

Sakurai et al., 1998

Cipriani et al., 2009
Yamada et al., 1989

Wang et al., 2015
Wu et al., 2005

Bento et al., 2014
Bao et al., 2002
Duan et al., 2003
Samuelsen et al., 1998

Kari et al., 2007

Jong-Hyun et al., 2007

Gregory, 1999
Ting et al., 2014
Da Silva et Parente,
2002
Friedl et al., 2001
Gaoetal., 1991
Chun et al., 2002
Samuelsen et al., 2006
Nergard et al., 2005

Tanaka et al., 2010
Wang et al., 2005
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2.1. PREPARATION DE LA MATIERE PREMIERE
Les cladodes de Cereus triangularis ont été recueillis dans la région de Sakaramy, commune

rurale d’ Antsiranana située au Nord de Madagascar (Figure 20) en Décembre 2013.

Figure 20 : Situation géographique de la zone de récolte

Les cladodes ont été nettoyés manuellement a I’eau de robinet afin d’¢éliminer la poussiére ou
les traces de terre sur leur surface. Ils ont ensuite ét€¢ coupés en morceaux de 1 & 2 cm et

séchés a 1’étuve (JOUAN-N © 78 120) a 40 °C jusqu’a stabilisation de leur masse pendant
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environ 2 semaines. Les morceaux de cladodes secs ont ét¢ ensuite broyés a l'aide d'un

mélangeur mécanique a haute vitesse (Blender 800 ES) afin d’obtenir une poudre fine.

2.2. EXTRACTION DES POLYSACCHARIDES DES CLADODES DE CEREUS
TRIANGULARIS

Cent cinquante grammes de poudre de cladodes sont mises en suspension dans 3 L d’eau
distillée. Le mélange est homogénéisé sous agitation a 750 rpm pendant 3 heures a
température ambiante a 1’aide d’un agitateur a pales (Heidolph RZR 2021) puis filtré a travers
une passoire a mailles fines pour retirer les débris macroscopiques insolubles (Culot 1). Le
filtrat obtenu est centrifugé a 20000 g pendant 15 minutes a 20 °C a 1’aide d’une
centrifugeuse (BECKMAN COULETR, anti-J-E, centrifuge). Aprés centrifugation, le
surnageant est filtré sous vide a 1’aide d’un Buchner muni de papier Wattman de porosité 20-
25 um. Les polysaccharides présents dans le filtrat sont précipités par 3 volumes d’éthanol 96
% sous agitation (350 rpm) pendant 30 minutes et récupérés par filtration sur verre fritté de
porosité 2. Ils sont lavés a 1’éthanol 96 % (500 mL) puis a ’acétone (150 mL) a 1'aide d'une
passoire a mailles fines. Les polysaccharides obtenus sont ensuite séchés a 45°C pendant 24 h
dans une étuve et broyés en poudre fine (FP1).

Ce procédé d’extraction est répété sur le Culot 1 pour pouvoir récupérer le reste des
polysaccharides des cladodes de Cereus triangularis, les polysaccharides issus de cette
opération sont nommés FP2. Un schéma général du procédé d’extraction réalisé est présenté

en Figure 21.
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Poudre fine séche de
Cereus triangularis

Extraction
(Agitation a 750 rpm, 3 h, a température

v
I I Filtration I ‘ .
[ Culot1 (Passoire a mailles fines) Filtrat ]

Dissolution dans ’ED ( Centrifugation
) ’ | (20000 g, 15 min, 20 °C
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Figure 21 : Schéma général du procédé d’extraction de polysaccharides de Cereus
triangularis

2.3. DOSAGES COLORIMETRIQUES
Les teneurs en oses neutres, oses acides, oses totaux et en protéines des polysaccharides de
Cereus triangularis ainsi que leurs activités antioxydantes ont été déterminées par des

méthodes colorimétriques.

2.3.1. Dosages des oses neutres (ON) et des acides uroniques (AU)
La quantification des oses constitutifs des polysaccharides s’effectue essentiellement par des

dosages colorimétriques. C’est en présence d’acide sulfurique, concentré et a chaud, que les
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liaisons glycosidiques des polysaccharides subissent une hydrolyse quantitative. La
déshydratation des unités osidiques libérées conduit a la formation des dérivés furfuriques.
Par condensation, des composés phénoliques tels que le résorcinol pour le dosage des ON
(Monsigny et al., 1988) et le méta-hydroxybiphényle (mHBP) pour le dosage des AU (Van
Den Hoogen et al., 1973) interviennent lors du dosage. Il s’agit de tests trés sensibles dans la

mesure ou ils permettent de détecter jusqu’a 1 pg de composé.

2.3.1.1. Dosage des ON par le résorcinol

Les dérivés de furfural se condensent avec le résorcinol en milieu acide pour donner un
complexe brun-orange dont I’absorbance est mesurée a 450 nm.

La solution de résorcinol est préparée a 6 mg/mL dans I’eau milli-Q et est stockée a 4 °C ou
elle est stable 4 semaines. Une gamme ¢étalon de glucose (ou de galactose dans le cas de
I’é¢tude des galactanes) est préparée de 0 a 0,14 g/L. On dépose dans les tubes de dosage 200
puL d’échantillon, 200 pL de la solution de résorcinol et 1 mL d’H,SO4 & 80 %. Les tubes sont
agités puis maintenus dans un bain marie sec a 80 °C pendant 30 min. Apres retour a

température ambiante a 1’obscurité pendant 30 min, 1’absorbance est mesurée a 450 nm.

2.3.1.2. Dosage des AU par le méta-hydroxybiphényle (m-HBP)

4,576 g de tétraborate de sodium (Na,B407,10H,O) sont dissous dans 100 mL d’acide
sulfurique a 95-97 % dans un bain de glace. Cette solution est conservée a 4 °C a I’abri de la
lumiére.

100 mg de mHBP sont dissous dans 1 mL de DMSO et maintenus a 4 °C a 1’abri de la
lumiére. Avant usage, 100 uL de cette solution sont ajoutés a 4,9 mL d’H,SO4 a 80 %. Une
coloration jaune apparait. Cette solution est maintenue a 4 °C a I’abri de la lumiére.

A 200 pL d’échantillons, on ajoute 1 mL de la solution de tétraborate de sodium. Apres
agitation, les tubes sont incubés a 80 °C pendant 60 min puis refroidis 15 min a température
ambiante a 1’abri de la lumiére. Apres addition de la solution de mHBP et agitation, on laisse
la coloration se développer pendant 15 min a I’obscurit¢ (température ambiante).
L’absorbance est mesurée a 490 nm. La gamme étalon d’acide glucuronique est préparée de 0

40,8 g/L.

2.3.1.3. Détermination de la concentration en ON et AU
En raison de I’interférence des acides uroniques dans le dosage des oses neutres, il est

nécessaire de corriger les calculs par la méthode établie par Montreuil et Spik (1963).
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L'analyse spectrophotométrique des solutions témoins d’oses neutres (galactose ou glucose) et
d’acides uroniques (acide glucuronique) permet de tracer les droites d'étalonnages du dosage.
La pente de chaque droite étalon est ensuite mesurée :
Dosage au Résorcinol : Pente = a pour les oses neutres

Pente = f pour les acides uroniques
Dosage au m-HBP :  Pente = a’ pour les oses neutres

Pente = S’ pour les acides uroniques
A partir de ces pentes et en fonction des absorbances mesurées lors des dosages, les
concentrations en acides uroniques (AU) et oses neutres (ON) sont déterminées grace aux

expressions suivantes :

AbSm.HBP_ﬂ'[A U]
a'

o ]=

Abs résorcinol _(a / a') AbSm.HBP
(a'p —-af") a

[4U]=

2.3.2. Dosage des oses totaux par la méthode de Dubois

La quantité d’oses totaux constitutifs des polysaccharides est déterminée par la méthode de
dosage colorimétrique de Dubois et al. (1956) utilisant le phénol et I’acide sulfurique. Ce
dosage se réalise dans les mémes conditions que le dosage des oses neutres décrit ci-dessus.
Les liaisons glycosidiques sont hydrolysées, a chaud, en présence d’acide sulfurique
concentré et la déshydratation des unités osidiques conduit a la formation de composés
furfuriques. Ces derniers interagissent avec les composés phénoliques (phénol) par
condensation pour former des composés de coloration orange-jaune absorbant a 492 nm.

Une gamme ¢étalon de glucose est réalisée avec des concentrations en oses comprises entre
0,05 et 0,3 g/L. Une solution de phénol a 5 % (m/v) est préparée avec de 1’eau ultra pure.

On dépose dans les tubes de dosage 200 pL d’échantillon, 200 pL de phénol et 1 mL d’acide
sulfurique 80% (m/v). Les tubes sont incubés a 90 °C pendant 5 min, puis maintenus 30 min a
température ambiante a D’abri de la lumicre. L’absorbance est mesurée a 492 nm

(Spectrophotometre UV-Visible CPS-240 A, Shimadzu).

2.3.3. Dosage des protéines par la méthode de Biuret
La concentration en proteines est mésurée par la méthode de Biuret (Gornall et al., 1949). Le

réactif de Biuret réagit en milieu alcalin avec le sulfate de cuivre (CuSO,4) en donnant une
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coloration violette. Une gamme ¢étalon de sérum albumine bovine (SAB) est préparée de O et
20 mg/mL. Un millilitre d’échantillon est additionné de 4 mL de réactif de Biuret. Aprés avoir
mélangé au vortex, le mélange est incubé pendant 30 minutes a température ambiante.

L’absorbance est mesurée a 540 nm.

2.3.4. Dosage des sucres réducteurs par I’acide bichinchoninique

Le couple L-sérine/Cu”*, en présence d’une extrémité réductrice, est réduit en L-sérine/Cu’.
Ce nouveau couple forme avec le 4,4’-dicarboxy-2,2’-biquinoline un complexe pourpre qui
absorbe a 540 nm. L’absorbance a cette longueur d’onde est proportionnelle au taux de sucres
réducteurs dans la solution (Waffenschmitd & Jaenicke, 1987).

On prépare deux solutions A et B qui sont ensuite mélangées volume a volume.

Solution A

2,42 g de Na,COs, 6,35 g de NaHCO; et 194,2 mg de 4,4’-dicarboxy-2,2’-biquinoline sont
dissous qsp pour 100 mL d’eau milli-Q.

Solution B

126,2 mg de L-sérine et 124,8 mg de CuSO4,5H,0 sont dissous gsp 100 mL d’eau milli-Q.
Les 2 solutions sont stables 4 semaines a 4 °C a I’obscurité.

250 pL du mélange A/B fraichement préparé sont ajoutés a 5 mL de chaque échantillon. Le
mélange réactionnel est incubé a 100 °C pendant 15 min puis refroidi 10 min dans un bain

d’eau a température ambiante. L.’absorbance est mesurée a 540 nm.

2.3.5. Etude des propriétés antioxydantes des polysaccharides
Plusieurs méthodes ont été¢ utilisées afin de déterminer les propriétés antioxydantes des

polysaccharides extraits de C. triangularis.

2.3.5.1. Test anti-radicalaire par le dosage au 2,2’-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH)

La mesure de I’activité anti-radicalaire des polysaccharides issus de Cereus triangularis a été
réalisée par le dosage au 2,2’-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) selon un protocole adapté
de Delattre et al. (2015). Les fractions polysaccharidiques étaient dissoutes a différentes
concentrations (de 0 a 10 g/L) dans I’eau distillée. Un volume de 1 mL de chaque solution a
ét¢ mélangé avec 1 mL d’une solution de DPPH (0,1 mM dans I’éthanol). Apres
homogénéisation au vortex, les mélanges €taient incubés a température ambiante (25°C) a

I’abri de la lumiére. Apreés 30 minutes d’incubation, I’absorbance était lue a 517 nm. La
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vitamine C (acide ascorbique) a été utilisée comme témoin positif. Les dosages ont été
réalisés en triplicata.

Le pourcentage d’activité anti-radical DPPH est calculé selon 1’équation suivante :

Inhibition du radical DPPH (%) = (1- (A¢chantilion/ Atémoin)) X 100.
Avec:
Agchantilon=Absorbance a 517 nm du mélange : 1 mL de solution polysaccharidique + 1 mL de
DPPH (0,1 mM dans I’éthanol)

Asemoin=Absorbance a 517 nm du mélange : 1 mL d’eau distillée + 1 mL de DPPH (0,1 mM
dans 1’éthanol).

2.3.5.2. Test anti-radicalaire (Hydroxyl radical)

La mesure de I’activité anti-radicalaire (Hydroxyl radical) des polysaccharides issus de
Cereus triangularis a été réalisée selon un protocole adapté par Delattre et al. (2015).

Les fractions polysaccharidiques étaient dissoutes a différentes concentrations (de 0 a 10 g/L)
dans de I’eau distillée. Un volume de 0,2 mL de chaque solution a été mélangé avec 0,2 mL
d’une solution de FeSO4 (5 mM dans I’eau distillée). Aprés homogénéisation au vortex, 0,2
mL de H,0O, (1 % dans I’eau distillée) ont été ajoutés avant de mélanger la solution. Les
mélanges ont ét¢ incubés a température ambiante (25 °C). Apres 60 minutes d’incubation, 1
mL d’eau distillée était ajouté avant lecture de I’absorbance a 510 nm (=Acchantilion). La
vitamine C (acide ascorbique) est utilisée comme témoin positif. Les dosages ont été réalisés
en triplicata.

Le pourcentage d’activité anti-radical hydroxyl est calculé selon 1’équation suivante :

Inhibition du radical hydroxyl (%) = ((Atémoin - Aéchantillon)/ Atémoin) X 100.
Avec:
Aschantinon—Absorbance a 510 nm de la fraction polysaccharide a doser
Awemoin=Absorbance a 510 nm du mélange ou I’échantillon a doser est remplacé par 0,2 mL

d’eau distillée.
2.3.5.3. Test anti-radicalaire (Superoxyde anion radical)

La mesure de I’activité anti-radicalaire (Superoxyde anion radical) des polysaccharides issus

de Cereus triangularis a ét¢ réalisée selon un protocole adapté de Elboutachfaiti ef al. (2011).
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Les fractions polysaccharidiques étaient dissoutes a différentes concentrations (de 0 a 10 g/L)
dans de I’eau distillée. 0,42 mL d’échantillon était mélangé avec 0,45 mL de tampon Tris-HCl
(pH 8,2; 50 mM). Ce mélange était incubé 20 minutes a 25 °C. Puis, 30 uL d’une solution de
pyrogallol (5 mM dans I’eau distillée) ont ¢ét¢ mélangés au milieu réactionnel. Apres 5
minutes d’incubation, 0,1 mL d’acide ascorbique (5 % dans 1’eau) ont été ajoutés pour arréter
la réaction avant de lire I’absorbance a 325 nm. La vitamine C a ét¢ utilisée comme témoin
positif. Les dosages ont été réalisés en triplicata.

Le pourcentage d’activité anti-radical superoxyde anion est calculé selon 1’équation suivante :

Inhibition du radical superoxyde anion (%) = ((Atmoin - Aéchantillon)/ Atémoin) X 100.

Avec :
Aschantinon=Absorbance a 325 nm de la solution de polysaccharide a doser
Awmoin—Absorbance a 325 nm du mélange ou I’échantillon a doser est remplacé par 0,42 mL

d’eau distillée.

2.3.5.4. Test anti-radicalaire par dosage du pouvoir réducteur

Le dosage du pouvoir réducteur des polysaccharides issus de Cereus triangularis a été réalisé
selon un protocole adapté de Yan et al. (2005).

Les fractions ont été dissoutes a différentes concentrations (de 0 a 10 g/L) dans I’eau distillée.
0,1 mL d’échantillon a ét¢ mélangé avec 0,25 mL de tampon phosphate (0,2M, pH 6,6) et
0,25 mL de ferricyanide de potassium (1 %, m/v dans I’eau distillée). Ce mélange était incubé
dans un bain marie a sec a 50 °C pendant 20 minutes. Aprés avoir été refroidi dans un bain de
glace pendant 5 minutes, le milieu était additionné de 0,25 mL d’acide trichloro-acétique (10
%, m/v dans 1’eau distillée), puis agité 1 minute au vortex. Le mélange a été centrifugé a
température ambiante pendant 10 minutes a 5000 rpm. 0,25 mL de surnageant était mélangé
avec 0,25 mL d’eau distillée et 0,05 mL de FeCls (0,1%, m/v dans I’eau distillée). Apres 5
minutes, 1’absorbance était lue a 700 nm. L’augmentation de 1’absorbance indique une
augmentation du pouvoir réducteur. La vitamine C a été utilisée comme témoin positif du

pouvoir réducteur. Les dosages étaient réalisés en triplicata.
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2.4. ANALYSE DE LA COMPOSITION GLUCIDIQUE

2.4.1. Détermination des monosaccharides constitutifs par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse CG/SM-EI

L’analyse par CG/SM-EI de I’hydrolysat acide d’un polysaccharide permet de déterminer sa
composition monosaccharidique, mais requiert une dérivatisation des monosaccharides
formés. En effet, la CG/SM-EI ne permet pas d’analyser directement les mono- ou
polysaccharides en raison de leurs groupements hydroxyles qui les rendent peu volatiles. Les
groupements choisis pour dériver les sucres permettent de casser les liaisons hydrogénes et de
masquer les dipdles, ce qui entraine une volatilisation a des températures inférieures a 300 °C
(température maximale de stabilit¢ des phases standards). Les derivatisations les plus
fréquemment utilisées sont 1’acétylation, la méthylation et la silylation. Les substituants
utilisés (acétyles et triméthylsilyles) rendent non seulement le composé plus volatile, mais
améliorent aussi I’ionisation du sucre par impact électronique (EI). L’ionisation par EI
consiste en un impact d’électrons sur les molécules en sortie de chromatographie. Les
hétéroatomes constituant les molécules sont le plus souvent atteintes par ces ¢€lectrons et
forment des radicaux vrais et/ou des cation-radicaux. L’énergie des €électrons envoyés sur les
molécules a analyser est de 70 eV, ce qui permet la fragmentation des liaisons C-C. La
fragmentation et 1’abondance des fragments donnent a chaque compos¢ un spectre de masse
caractéristique correspondant a une empreinte. De ce fait, les spectres de masses en EI+
présentent rarement le pic de 1’ion moléculaire. Lorsque le sucre est dérivé, les groupements
acétyle ou triméthylsilyle forment des zones de forte densité électronique, qui seront des
cibles préférentielles pour les électrons issus de la source d’ionisation et induiront ainsi les

fragmentations internes.

Dérivation par triméthysilylation

Principe :

La silylation est la méthode de dérivatisation la plus utilisée pour [’analyse des
monosaccharides en CPG. Lors de la silylation, un hydrogeéne réactif est remplacé par un
groupement alhyl-silyle, le plus souvent le triméthylsilyle (TMS). Le remplacement
d’hydrogéne par un groupement alkyle-silyle réduit la polarit¢ du composé (Pierce, 1968).
Les dérivés silyles (ex : dérivés de triméthyle) sont plus volatils, moins polaires et plus
thermostables comparativement aux autres composés volatiles générés (Kataoka, 2005). Le
BSTFA (Bis (triméthysilyle) trifluoroacétamide) et le TMCS (trimethylchlorosilane) sont les

réactifs les plus utilisés pour la triméthylsilylation de plusieurs substances (alcools, alcaloides,
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amines, acides carboxyliques, phénols, etc). L’agent de silylation (le BSTFA) agit comme
donneur trimethylique silylique puissant alors que le TMCS joue le role d’un catalyseur et
augmente la réactivit¢ de BTSFA améliorant ainsi 1’efficacité de la dérivatisation (Shareef et

al.,2004). La Figure 29 présente la réaction de triméthysilylation.

OSi(CH
CH ,OH (CH 3)s CH,OTMS
0 Fs¢~  N—SI(CH 3); O
OH OH > OTMS OTMS
o Pyridine, 20°C, 2h
H
HO TMSO RO

Figure 22 : Triméthylsilylation des O-glycosides (Kamerling et al., 1975)

Mode opératoire :

Cinq mg de polysaccharide sont dissous dans 1 mL d’acide trifluoroacétique (TFA) 2 M et
chauffés a 120 °C pendant 90 min. La solution est ensuite évaporée sous un courant d'azote.
Un mélange de N,O-bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (BSTFA) et triméthylchlorosilane
(TMCS) (99:1) pour la dérivatisation est réalisée en adaptant les méthodes de Pierre et al.
(2012, 2013). Les résidus triméthylsilyl-O-glycosides sont solubilisés en ajoutant du
dichlorométhane. Les échantillons sont analysés sur un chromatographe (Agilent 6890 Series
GC System) couplé a un spectrometre de masse (Agilent 5973 Network Mass Selective
Detector). Les solutions sont injectées dans une colonne de 1 MS OPTIMA (de 30 m de
longueur, de 0,32 mm de diamétre et dont 1’épaisseur du film de la phase stationnaire est de
0,25 uM) de Macherey-Nagel. Le gaz vecteur utilis¢ est de I’hélium a un débit de 2,3
mL/min. La pression de I'hélium est de 8,8 psi. L’échantillon est injecté en mode split avec un
ratio de 50:1. La montée en température est programmée pour une premicre étape a 100°C
pendant 3 min, une augmentation de 8 °C/min jusqu'a 200°C, puis un incrément final de
5°C/min jusqu'a 250°C. Le mode d’ionisation utilisé est 1'impact électronique (EI, 70 eV), la
température a la trappe est fixée a 150°C et la plage de masse de 40-800 m/z. La Figure 23

présente le schéma d’une source a ionisation par impact électronique.
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Figure 23 : Schéma d’une source a ionisation par impact électronique

2.4.2. Analyse des liaisons glycosidiques par chromatographie en phase gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse (CG/SM-EI).

Une des étapes fondamentales a 1’analyse et a la compréhension de la structure d’un
polysaccharide passe par la détermination des liaisons glycosidiques reliant les
monosaccharides entre eux. La position des liaisons glycosidiques constitutives du
polysaccharide de Cereus triangularis a ¢été déterminée par analyse CG/SM des
monosaccharides aprés transformation en acétates d’alditols partiellement méthylés (AAPM)
(Figure 24).

La méthode la plus connue passe par la méthylation des groupements hydroxyles libres du
polysaccharide suivie d’une hydrolyse acide et/ou enzymatique des liaisons glycosidiques
(Pena et al., 2012). Les monosaccharides sont ensuite réduits en alditols via 1’utilisation de
borohydrure de sodium (ou de borodeuteride de sodium pour marquer le groupement engagé
dans le pont osidique) puis acétylés au niveau des groupements hydroxyle libres (Figure 24).
Les molécules générées portent le nom d’acétates d’alditols partiellement O-méthylés (Figure
25) et permettent d’accéder, apres fragmentation par impact électronique, a des informations
structurelles comme la position des groupements O-méthyle et O-acétyle et donc des
groupements hydroxyles engagés ou non dans une liaison glycosidique (Carpita et Shea,

1989). Notons que la présence de groupements annexes, comme des sulfates, peuvent géner
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I’analyse des liaisons glycosidiques. Il est donc nécessaire de comparer les spectres CG/SM

de polysaccharides natifs et désulfatés perméthylés (Garon-Lardiére, 2004).

Préparation du réactif solide NaOH/DMSO :

La méthylation de polysaccharides via [1’utilisation de NaOH solide dans du
diméthylsulfoxyde (DMSO) est une méthode de méthylation souvent privilégiée par rapport a
celles impliquant I’utilisation du BuLI dans du DMSO. La méthode qui a été utilisée dans ce
travail est adaptée de Ciucanu et Kerek (1984).

Cent pL d’une solution de NaOH a 50 % (m/v) sont ajoutés a 200 pL de méthanol anhydre
dans un tube fermé. Apres agitation forte et obtention d’une solution limpide, 1 mL de DMSO
anhydre est ajouté. Le mélange est alors vortexé puis centrifugé pendant 5 min a 3600 g.
Apres centrifugation, le surnageant est évacué et le culot est additionné a nouveau de 1 mL de
DMSO, mélangé et centrifugé comme précédemment. Cette étape doit étre répétée deux fois,
jusqu’a I’obtention d’un culot de NaOH opalescent (laiteux). Pour terminer, resuspendre le
culot dans 200 a 300 pL de DMSO anhydre et utiliser directement le réactif pour 1’étape de

méthylation.
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Figure 24 : Formation des AAPM (Garon-Lardiére, 2004)

H— C — OMe H—C — OMe H-— C — OAc
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Figure 25 : Ordre de clivage préférentiel au sein des AAPM (Garon-Lardiére, 2004)
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Méthylation du polysaccharide :

Cent a 200 pg de polysaccharide lyophilisé sont ajoutés a 200-500 pL. de DMSO anhydre
dans un tube hermétique. Agiter doucement a 60 °C si nécessaire pour solubiliser le
polysaccharide. Deux cents pL du réactif solide NaOH/DMSO sont ajoutés a 1’échantillon
ainsi que 10 pL d’eau ultra pure afin de limiter les dégradations oxydatives (Ciucanu et
Costello, 2003). Le mélange est ensuite conservé apres agitation pendant 15 min a
température ambiante. Trois cent uL d’iodométhane sont ensuite ajoutés au mélange qui est
conservé pendant 15 min a température ambiante puis refroidit dans la glace. Un mL d’eau
ultra pure est alors ajouté avant mélange (vortex). L’exceés d’iodométhane est éliminé sous un
jet d’azote puis 1 mL de chloroforme est ajouté. Aprés mélange (vortex) et centrifugation
pendant 5 min a 3000 g, la phase inférieure organique est collectée et transférée dans un
nouveau tube. Cette phase organique est ensuite lavée trois fois avec de I’eau ultra pure puis
le chloroforme est évaporé sous jet d’azote. Les résidus méthylés sont finalement repris dans

un volume variable de méthanol. Les échantillons peuvent étre stockés, si nécessaire, a -20°C.

Formation des AAPM :

Les échantillons méthylés et stockés dans du methanol sont traités par un jet d’azote pour
¢liminer le méthanol. Un mL d’acide trifluoroacétique (ATF) 2 M est ajouté a 200-500 pg de
matériel méthylé et 50 pL de myo-inositol a 20 mM sont additionnés a 1’échantillon. Le
matériel méthylé peut étre remplacé a cette étape par des monosaccharides standards (L-Rha,
L-Fuc, L-Ara, D-Xyl, D-Man, D-Gal, D-Glc, D-GalA, D-GIcA) préparés a partir de solutions a
20 mM lyophilisées (10 a 100 pL lyophilisés).

L’échantillon est ensuite chauffé pendant 90 min a 120 °C, puis refroidi jusqu’a atteindre la
température ambiante. L’ ATF est alors évaporé sous jet d’azote. Les traces résiduelles d’ATF
sont ¢liminées par addition de 1 mL de méthanol ou d’acétone qui est ensuite également
¢liminé sous jet d’azote (bien mélanger le tube au préalable). Cette étape peut étre renouvelée
si nécessaire puisque le pH requis pour I’étape suivante doit étre alcalin afin d’assurer une
bonne réduction des monosaccharides. A cette étape, les échantillons peuvent étre congelés a
-20°C.

Une solution de borohydrure de sodium ou de borodeuteride de sodium (pour marquer les
groupements engagés dans liaisons osidiques) a 100 mg/mL dans une solution d’hydroxyde
d’ammonium a 1 M est diluée avec 5 volumes de DMSO. Six cents uL. de cette solution
diluée sont ajoutés a 1’échantillon et la solution est incubée 90 min a 45°C. Il est important de

mélanger toutes les 30 min. Cent pL. d’acide acétique glacial sont ajoutés pour éliminer le
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NaBH4 (ou NaBDy) en exces sous forte agitation. Le mélange est alors additionné de 100 pL
de 1-méthylimidazole et de 75 pL d’anhydre acétique. Aprés mélange de 1’ensemble, la
solution est incubée pendant 30 min a 40-45 °C avant ajout de 2 mL d’eau ultra pure
(agitation forte), refroidissement puis addition de 1 mL de dichlorométhane (agitation pendant
1 min). La solution est ensuite centrifugée pendant 5 min a 3000 g et la phase supérieure est
¢liminée. Cette étape est répétée 5 fois afin d’¢liminer les traces résiduelles de sels et de
DMSO. Pour finir, la phase organique est évaporée sous jet d’azote et les AAPM repris dans
100 a 200 pL de dichlorométhane. Les AAPM sont analysés sur une colonne OPTIMA-1IMS
(30 m, 0,32 mm, 0,25 um) avec un débit d’hélium de 2,3 mL/min. La pression d’hélium est
fixée a 8,8 psi et le splitratiode 1 : 1 a 50 : 1 en fonction de la concentration de I’échantillon.
Fixer la température initiale du four a 80 °C, pendant 2 min. Programmer une montée en
température de 30 °C/min jusqu’a 170 °C. Programmer une seconde montée en température
de 4 °C/min jusqu’a 240 °C et maintenir la température 20 min. L’ionisation est réalisée par
Impact Electronique (EI, 70 eV), la température de la trappe est fixée a 150 °C et le target ion
a 40-800 m/z. La température de I’injecteur est fixée a 250 °C.

2.4.3. Analyses spectroscopiques

2.4.3.1. Analyses par spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge est une méthode d’analyse physique rapide, simple a mettre en
ccuvre et qui ne nécessite peu d’échantillon. Certains groupements, considérés comme
marqueurs, peuvent révéler la présence de certaines catégories de polysaccharides ou d’autres
molécules associées (acides féruliques, lignines, protéines). Les profils des spectres IR ainsi
que les intensités relatives des bandes d’absorption obtenues lors de [’analyse des
polysaccharides de méme structure sont similaires.

Les analyses ont été réalisées avec un spectrométre infrarouge a transformée de Fourier (FT-
IR) de type VERTEX 70 FT-IR. Le polysaccharide sec extrait des cladodes de C. triangularis
est déposé sur un ATR A225 diamant. Les spectres IR (60 scans) ont été enregistrés a
température ambiante avec une gamme de nombre d'onde allant de 500-4000 cm™. Les

spectres ont été analysés avec le logiciel OPUS 7.2.
2.4.3.2. Analyses par Résonance Magnétique et Nucléaire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire ont été enregistrés sur un appareil de type

Briiker Avance 111 600.
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Vingt mg de polysaccharides de C. triangularis ont été préalablement solubilisés dans 500 pL.
de D,O puis séchés. Cette étape a été répétée deux fois afin d’échanger les hydrogenes des
groupes hydroxyles par du deutérium dans le but de faciliter I’analyse RMN.

Les déplacements chimiques (8) sont exprimés en ppm; les constantes de couplage sont
exprimées en Hz. Les programmes de séquences impulsionnelles standards fournies par
Briiker ont permis de réaliser les expériences proton, carbone, DEPT et bidimensionnelles

COSY, NOESY, HSQC et HMBC.

2.5. CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE DES POLYSACCHARIDES

2.5.1. Détermination de la masse moléculaire par chromatographie d’exclusion stérique
couplée a la diffusion de lumiére (SEC/MALLS)

La détermination de la masse molaire des polysaccharides a été réalisée en chromatographie
d’exclusion stérique (CES) couplée a un détecteur de diffusion de la lumiére multiangles
(SEC MALLS : Size Exclusion Chromatography-Multi-Angle Laser Light Scattering) et d’un
réfractometre différentiel.

Cette technique consiste a séparer les macromolécules par CES et a déterminer leur masse
molaire par un détecteur a diffusion de lumiere multi-angles et un réfractomeétre différentiel
positionnés en sortie de colonne. Les macromolécules vont diffuser la lumiére d’une source
laser. Cette diffusion est variable selon la conformation de la macromolécule.

Des photodiodes placées a des angles caractéristiques recueillent le signal qui permet
d’accéder a la masse moléculaire de la molécule analysée.

Le logiciel Astra donne les variations de I’intensité de la lumicre diffusée au niveau de chaque
photorécepteur. La relation générale de la diffusion de la lumiére est donnée par 1’équation de

Zimm (1948) :

o +16n2n(2’ng2x in? 2 4 285 + 3Agc? +
ARO_W 3)»(2) oo sin > 2C 3C° +. ..

OuK = 2% (dn)z

~ N, \dc

AR, : rapport de Rayleigh ;
C : concentration de polymeére (g/mL) ;

Mw : masse molaire moyenne en poids du polymere ;
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Rg : rayon de giration (nm) ;

ny : indice de réfraction du solvant ;

Ao :longueur d’onde du faisceau incident (nm) ;

N, : nombre d’Avogadro ;

dn/dc : incrément d’indice de réfraction ;

0 : angle d’observation par rapport a la lumicre incidente ;

A : second coefficient du viriel.

Les mesures de diffusion de la lumiére aux angles multiples (MALLS) ont été réalisées a
I’aide d’un spectrophotometre mini DAWN. Ce systeéme, équipé d’une source laser et d’une
cellule K5 de 50 pL (Wyatt Technologie Corp, Santa Barabara, CA) permet de mesurer
simultanément ’intensité diffusée a 3 angles différents, grace a des photodiodes installées a
des angles fixes (45°, 90°, 180°). Des colonnes Shodex OH-PAK SB-803-HQ, SB-804-HQ et
SB-806-HQ (phase stationnaire ; gel de polyhydroxyméthyleméthacrylate, dimensions : § mm
x 300 mm), précédées d’une précolonne OH-PAK SB-G (6 mm x 50 mm) ont été utilisées
pour analyser les polysaccharides faisant 1’objet de cette étude.

Les polysaccharides sont mis en solution dans les ¢luants de chromatographie utilisés pour
leur analyse, a savoir du nitrate de sodium 0,1 M pH 4,5 (filtré préalablement sur 0,02 pm).
Le dispositif expérimental comprend un réservoir de solvant, une pompe (Shimadzu LC-
20AD), un préfiltre d’une porosité de 0,1 pm destiné au solvant et un injecteur Rhéodyne
(boucle d’injection 100 pL). Le débit fixé par la pompe est de 0,5 mL/min. Les échantillons
sont filtrés sur une membrane de 0,45 um de porosité puis sont injectés.

Le spectrophotométre mini DAWN est placé en sortie du dispositif SEC. Il est suivi d’un
détecteur réfractométrique (Shimadzu RID-10A). La double détection permet de déterminer
en continu pour chaque volume d’¢lution, la masse molaire et la concentration des fractions
de polymere séparées. L’ensemble des acquisitions est collecté et exploité par le logiciel Astra
4.50.

La masse molaire en poids d’une fraction isomoléculaire est obtenue a tout moment par la
droite d’extrapolation a angle nul de la courbe du diagramme de Zimm, grace aux
photodiodes détectant simultanément I’intensité de la lumiere diffusée a 3 angles différents.

Il est possible d’atteindre les masses molaires moyennes en nombre et en poids ainsi que
I’indice de polymolécularité de 1’échantillon en intégrant la totalité¢ du signal obtenu.

Les mesures en SECMALLS durant cette theése ont été réalisées au sein du Laboratoire BIOPI

de I’Université de Picardie Jules Verne.

77



Chapitre 2 : Matériels et méthodes

Dans le cas des mesures de masses moléculaires couplées a des évaluations de la viscosité
intrinséque réalisées au Laboratoire Polymeres Biopolyméres Membranes de 1’Université de
Rouen, un matériel analytique similaire au précédent a été utilisé avec une détection
supplémentaire. La chaine chromatographique utilisée était composée d’un dégazeur (DGU-
20A3 Shimadzu, Japon), d’une pompe HPLC (LC10Ai Shimadzu, Japon) éluant a 0,5
mL/min, d’un injecteur automatique (SIL-20A Shimadzu, Japon), de 2 colonnes Shodex en
série (OHpack SB806HQ et SB804HQ ou SB802.5HQ et SB804HQ en fonction de la taille
des macromolécules a analyser), d’un détecteur de diffusion de lumiére multiangles : MALS
(Dawn HELEOS II, Wyatt Technology Corp., Ca, USA), équipé d’une cellule K5 de 50 pL, et
de 18 diodes de mesure, et enfin d’un viscosimetre (viscostar II, Wyatt Technology Corp., Ca,

USA), détecteur réfractométrique différentiel (DRI) : RID 10A Shimadzu, Japon.

2.6. ETUDE RHEOLOGIQUE DES POLYSACCHARIDES DE Cereus triangularis
2.6.1. Rhéologie

La rhéologie est I'étude de 1'écoulement ou de la déformation des produits sous l'effet des
contraintes qui leur sont appliquées.

La force appliquée par unité de surface d'un fluide correspond a la contrainte de cisaillement t
(Pa ou N.m™), grandeur définie en tout point du matériau. Elle est représentée au niveau de

I'équation suivante :

_F  dv
T—g—’IE—TlV

Avec :

7 : taux de cisaillement "shear rate" (s™) ;

n : viscosité dynamique (Pa.s) ;

F : force de frottement visqueux qui s'exerce a la surface de séparation de deux couches qui
s'opposent au glissement d'une couche sur l'autre (N) ;

S : surface en contact avec le fluide (m?) ;

d, : différence de vitesse entre les deux couches (m.s™) ;

d : distance séparant les deux couches de fluides contigu€s (m).

La viscosité peut étre définie comme la résistance a I'écoulement uniforme et sans turbulence

se produisant dans la masse d'une matic¢re. La viscosité dynamique correspond a la contrainte
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de cisaillement qui accompagne I'existence d'un gradient de vitesse d'écoulement dans la
matiere. Lorsque la viscosité augmente, la capacité du fluide a s'écouler diminue. L’unité de
viscosité est le Pa.s.

La viscosité dynamique (ou viscosité apparente) peut étre exprimée selon I'équation :

=1

Avec:
n: viscosité¢ dynamique (Pa.s) ;
7 - contrainte de cisaillement (Pa) ;

7 : taux de cisaillement "shear rate" (s™).

Alors que la viscosit¢ dynamique d’un fluide ne dépend que deret y, on parle de viscosité
apparente d'un liquide lorsque # varie avec le taux de cisaillement auquel il est soumis.

La maniere dont la viscosité apparente change va permettre de définir le comportement
rhéologique du liquide (Figure 26).

En effet, I’évolution de la viscosité apparente avec le taux de cisaillement peut étre
représentée par des comportements types qui permettent de distinguer 4 catégories de fluide :
les fluides newtoniens : leur viscosité est indépendante du taux de cisaillement ;

les fluides plastiques ou fluides a seuil : le seuil représente la limite d’énergie qu’il faut
franchir afin que I’écoulement ait lieu ;

les fluides pseudoplastiques ou rhéofluidifiants : ces fluides présentent une diminution de la
viscosité avec I’augmentation du taux de cisaillement ;

les fluides rhéoépaississants : ces fluides présentent une augmentation de la viscosité lorsque

le taux de cisaillement augmente.
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Figure 26 : Comportements rhéologiques de liquides aux propriétés physiques
différentes

L’¢étude rhéologique des solutions de polysaccharides permet aussi de déterminer leur
concentration critique de recouvrement C*, c'est-a-dire la concentration de transition entre le
régime dilué¢ et semi-dilué¢ (Figure 27). Quand C* est atteint, des enchevétrements de
polysaccharides entrent en jeu et les polymeéres sont plus sensibles a un stress physique. Cela
se traduit par une augmentation de la viscosité de la solution. La C* d’un polysaccharide est
obtenue en tragant la relation log 7, = f (log C), 7, étant a la viscosité spécifique mesurée a

cisaillement nul et C étant la concentration du polymere.
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(PRI

Figure 27 : Etats d’enchainement des polyméres en fonction de la concentration

La viscosité intrinséque d’un polymeére notée [#] représente la perturbation de I’écoulement
de la solution due a une seule macromolécule isolée. C’est une grandeur microscopique. On

définit [#] de la fagon suivante:

Y L o,
[77] —(ljl_r{})méd—hm Cn,

=77sp=77_770
yvsa c Cn,

-7,
™,

Avec :

Mo : Viscosité absolue du solvant pur (Pa.s), dans notre cas, la viscosité¢ de 1’eau (710=10'3
Pa.s).

N : Viscosité relative (Pa.s)

Nspe : Viscosité spécifique (Pa.s)

Nred : Viscosité reduite (Pa.s)

[n] : Viscosité intrinseque (mL/g)
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La viscosité intrinséque est obtenue par extrapolation a concentration nulle de la viscosité
réduite. Elle rend compte du volume hydrodynamique occupé par une macromolécule dans le
solvant considéré. Elle est exprimée en mL/g.

Cette variation linéaire n,,/C=f(C) est obtenue a partir de 1’équation de Huggins:
Ng/C= [+ K I°C+...

Avec k’ = constante de Huggins.

Sur la représentation de Huggins (ns,/C= f(C)), la viscosité intrins€éque est obtenue en prenant
la valeur de I’ordonnée a I’origine. La pente est représentative du parametre d’Huggins (k).
Par ailleurs, la viscosité intrinséque est directement proportionnelle au volume
hydrodynamique des macromolécules en solution. La constante de Huggins traduit les

interactions polymere-polymeére.

2.6.2. Mesure de la viscosité

Des mesures de viscosités apparentes de solutions de polysaccharides extraits de C.
triangularis de concentrations comprises entre 1 et 10 % (m/v) ont été réalisées en utilisant
un rhéomeétre AR-2000 (TA Instrument) avec un module de géométrie plan/plan de diamétre

40 mm (Figure 28).

Figure 28 : Rhéométre de géométrie plan/plan

La résistance du produit s’observe au niveau de ’entrefer (distance entre les deux plans).
L’entrefer du systéme (ou gap) est de 5 mm. Une cartographie du systéme appelée "rotational
mapping" est réalisée a chaque fois que le rhéométre est mis en fonction. Dans le cas d’un

rhéometre a géométrie plan/plan, on considére deux plaques planes paralleles séparées par
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une mince couche de liquide. La plaque inférieure est maintenue au repos et la plaque
supérieure se déplace d’un mouvement de rotation uniforme de vitesse v (s*). Les différentes
couches de liquide sont entrainées par le mouvement de la plaque a des vitesses différentes
selon leur position par rapport a la plaque mobile.

Des forces de résistance au déplacement apparaissent entre les différentes couches de liquide
; elles sont fonction de la nature du liquide et donc de sa viscosité. Le nombre d’itérations
choisi est de 2 et le systéme est en mode " soft " pour une meilleure sensibilité.

Les données de viscosité sont recueillies et analysées en utilisant le logiciel de rhéologie

"Rheology Advance software" et le modele de Williamson (Williamson, 1929) :

No

T=a+ oM

Avec :

7 taux de cisaillement " shear rate " (s'l) ;

n : viscosité apparente (Pa.s) ;
1o : viscosité a cisaillement nul (Pa.s) ;
k : constante de temps (s) ;

n : indice de fluidité.

C* (g/L) est déduite du tracé en échelle logarithmique de la viscosité spécifique par rapport a
la concentration du polymeére. La rupture de la pente donne accés a C*.

Le rhéomeétre utilisé est équipé d'un systeme de contrdle de température a effet Peltier. La
viscosité est mesurée dans la gamme de cisaillement 10” a 10> s™ a plusieurs températures.
Les mesures ont été réalisées en triplicat. Les données sont traitées a 1’aide du logiciel "TA

instrument Rheology Advantage Data Analysis software".

Mesure de la viscosité complexe

Les mesures en mode dynamique (ou oscillatoire) permettent d’appliquer des déformations
faibles de sorte que la linéarité entre la contrainte et la déformation soit respectée. Le principe
consiste a soumettre 1’échantillon a une déformation sinusoidale (y) au cours du temps. La
contrainte résultante (o) est également sinusoidale et de méme fréquence (») mais présentant

un déphasage ou angle de perte (J) :
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YV = Yo sinwt
o =ogsin(y +9)

Avec :

y: déformation (s™)

7 : amplitude de la déformation s
o fréquence (rad.s™

o : contrainte (Pa)

o, : amplitude de la contrainte (Pa)

o: déphasage ou angle de perte (rad)

Trois cas sont possibles :

0 =0, le matériau se rapproche d’un solide de Hooke. En réponse a une contrainte et quelle
que soit la vitesse appliquée, il se déforme de maniére élastique instantanément et
proportionnellement a la contrainte (phénomene indépendant du temps).

0 = m/2, le matériau est un fluide visqueux. En réponse a une sollicitation, il s’écoule
irréversiblement.

0<o<m/2, alors le matériau posseéde a la fois un comportement é€lastique et visqueux, il est
viscoélastique.

La présentation de la déformation et de la contrainte par des vecteurs tournants permet de

représenter ¥ et o pour des modules complexes (*) :

v = voe™®

0" = g, eli@*d)

On peut alors définir le module complexe de cisaillement :

*

o . 0o .
G"'=—= G+ iG" =— (cosd + isind)
)14 Yo
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0o Op
G'= —cosd, G' = —siné
Yo Yo

124

tané = v

G' (Pa) est la composante élastique (appelée module de conservation, représentant 1’énergie
emmagasinée sous forme ¢lastique) et G” (Pa) la composante visqueuse (appelée module de
perte, représentant 1’énergie dispersée donc irrécupérable sous forme d’écoulement visqueux)
de G*. On définit fan 6 comme le facteur de perte.

Les mesures viscoélastiques dynamiques ont été réalisées en utilisant le rhéométre AR-G2
(TA Instruments, France) a géométrie plan/plan sur des solutions de polysaccharide allant de
2,5 % et 5 % (m/v) dans I’eau et dans divers solutions salines (KC1 0,5 M ; NaCl 0,5 M).
Elles ont permis de caractériser leur comportement viscoélastique en mesurant les modules

de conservation (ou module ¢lastique) G' (Pa) et de perte (ou module visqueux) G"” (Pa).

2.7. PRODUCTION D’OLIGOSACCHARIDES

2.7.1. Enzymes et substrats

2.7.1.1. Enzymes

Pour produire des oligosaccharides, deux enzymes commerciales ont été utilisées :

- une endo-f-(1,4)-galactanase (E-EGALN) d’Aspergillus niger (Megazyme International
Ireland) d’activité spécifique 400 U.mg™ (40°C, pH 4 sur le galactane de pomme de terre).

- une endo-f-(1,4)-galactanase (E-GALCT) de Clostridium thermocellum (Megazyme
International Ireland) d’activité spécifique 15 U.mg™ (40°C, pH 4,5 sur le galactane de
pomme de terre).

L'unité d'activité galactanase (U) est définie comme la quantité d'enzyme nécessaire pour

libérer une pmole de galactose par minute.

2.7.1.2. Substrats

Pour valider les activités enzymatiques des enzymes, deux substrats ont été utilisés :

- Un p-(1,4)-D-galactane de pomme de terre de (P-GALPOT) (Lot 120501b) (Megazyme
International Ireland). Ce galactane était composé de Gal : Ara : Rha : GalUA avec le ratio 87
:3:4:6.

- Un f-(1,4)-D-galactane (P-PGAPT) (Lot 80503c) (Megazyme International Ireland). Ce
galactane était composé de Gal : Ara : Rha : GalUA avec leratio 82:6:3:9.
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2.7.2. Méthodologies

2.7.2.1. Hydrolyses enzymatiques avec I’endo-f#-(1,4)-galactanase d’A. niger

0,2 g de substrat sont solubilisés a 40 °C dans 19,8 mL de tampon acétate de sodium tri
hydraté (100 mM, pH4) sous agitation a 600 rpm a 1’aide d’un Radley Tech pendant 1 heure.
200 pL de solution d’enzyme (130 U) d’A. niger sont ajoutés a la solution de polysaccharide.
Des prélévements sont réalisés régulierement entre 0 et 8 heures d’incubation du mélange a
40 °C. Chaque prélévement est inactivé en I’incubant 5 min a 100 ° C avant congélation a -20

°C.

2.7.2.2. Hydrolyses enzymatiques avec I’endo-f#-(1,4)-galactanase de C. thermocellum

0,2 g de substrat sont solubilisés a 40 °C dans 19,79 mL de tampon acétate de sodium tri
hydraté (100 mM, pH4) sous agitation a 600 rpm a 1’aide d’un Radley Tech pendant 1 heure.
210 pL de solution d’enzyme (125 U) de C. thermocellum sont ajoutés a la solution de
polysaccharide.

Des prélévements sont réalisés réguliérement entre 0 et 8 heures d’incubation du mélange a
40 °C. Chaque prélévement est inactivé en I’incubant 5 min a 100 ° C avant congélation a -20
°C.

Le suivi des hydrolyses enzymatiques (rendement d’hydrolyse) est réalisé par le dosage des
sucres réducteurs et des sucres totaux. Par ailleurs, afin d’obtenir des informations plus
précises (degré de polymérisation (DP) et masse moléculaire (Mw)), I’analyse des produits
issus de I’hydrolyse enzymatique a été effectuée par chromatographie d’exclusion stérique

(SEC) et par chromatographie échangeuse d’anions (HPAEC).

2.7.3. Analyses chromatographiques par HPLC-SEC et HPAEC des produits issus de
I’hydrolyse enzymatique

2.7.3.1. Analyse HPLC-SEC des hydrolysats enzymatiques

L HPLC-SEC a été réalisée sur deux colonnes TSKgel GS000PWXL (10pum, 7,8 x 300 mm)
et TSKgel G3000PWXL (10um, 7,8 x 300 mm) (Tosoh Bioscience) couplées en série. Ces
deux colonnes sont précédées d’une colonne de garde TSKgel PWXL (12pum, 6,0 x 40mm) et
thermostatées a 30°C. La chaine HPLC est de type Hewlett Packard series 1100 équipée des
modules suivants : G1322A Degasser, G1311A QuatPump, G1315B DAD (lampes UV-
Visible), G1316A Chauffe Colonne, G1329A Injecteur/Passeur et G1362A RID. Les

colonnes étaient ¢luées avec une solution de NaNOs 0,1 M filtrée a 0,45 pm en mode
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isocratique avec un débit de 1 mL/min. Le détecteur utilisé était un refractometre (DRI). Des
solutions a 10 g/L. de dextranes (6 kDa, 40 kDa, 70 kDa, 150 kDa, 200 kDa, et 500 kDa
(Sigma)) et de raffinose (Sigma) ont été utilisées comme standards. Les échantillons et les

standards filtrés sur 0,45 pm ont été injectés dans une boucle de 20 pL.

2.7.3.2. Analyse HPAEC (Dionex) des hydrolysats

Les groupements hydroxyles des oses (-OH) peuvent s’ioniser en oxyanions ou alcolates
(-O") a des pH supérieurs au pKa des monosaccharides. Sous cette forme ils peuvent étre
séparés selon leur affinité avec une phase stationnaire constituée d’ammoniums quaternaires
qui jouent le réle d’échangeurs d’anions. La détection par ampérométrie pulsée permet de
détecter des composés contenant des groupements oxydables.

Le principe consiste a mesurer le courant ¢électrique généré par les molécules oxydées a la
surface d’une ¢lectrode en or. Pour cela, une séquence de trois potentiels (Figure 29) est
appliquée a 1’¢lectrode : tout d’abord le potentiel E1 permet de mesurer le courant di a
I’oxydation du sucre (Figure 30). Ensuite, ce potentiel est augmenté au niveau E2 de manicre
a oxyder la surface de I’¢lectrode et éliminer le sucre. Il est ensuite abaissé au niveau E3 afin

de réduire la surface de I’électrode.

Potential (V) Ea 2

Delay Integration
N e N
Z |\ rd

1

N

E1

E3
t3

Time (msec)

Figure 29 : Diagramme des potentiels appliqués a I’électrode d’or d’un détecteur
ampéromeétrique pour la détection des sucres (WWW.dionex.com)

L’appareillage utilis¢é est une chaine de chromatographie ionique ICS 3000 (Dionex
Corporation, Sunnyvale (CA), USA) composée d’un module de pompe pouvant fonctionner

en gradient et d’un détecteur ampérométrique pulsé (HPAE-PAD). La boucle d’injection fait
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25 uL. L acquisition des données et leur traitement sont réalisés par le logiciel Chromeleon

(version 6.8).
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Figure 30 : Colonne CarboPac PA1 (Dionex 4 x 250 mm)

La phase stationnaire est constituée de billes de polystyréne et divinylbenzéne de 10 um de
diamétre sur lesquelles sont agglomérées des particules fonctionnalisées par des groupements
NR;". Cette composition constitue une phase stationnaire trés résistante permettant
d’atteindre des pressions stables de 4 000 psi (275 bars) d:ns une gamme de pH de 0 a 14.
L’analyse des oses neutres a été conduite sur des hydrolysats de polysaccharides. Tous les
¢chantillons ont été filtrés a 0,22 um avant injection.

L’¢lution des échantillons avait lieu en mode isocratique par une solution de NaOH
décarbonatée a 16 mM pendant 20 min a un débit de 0,5 mL/min. Apres chaque élution, une
chasse de 30 min avec une solution de NaOH a 100 mM était réalisée pour €luer les éventuels
contaminants encore en interaction avec la phase stationnaire. Avant chaque analyse la
colonne était équilibrée pendant 10 min avec la solution de NaOH 16 mM. Des standards
(galactose et galactobiose) ont été utilisés pour identifier les temps d’élution respectifs de ces

COmMpoOsEs.

2.7.3.3. Analyse des AU

L’analyse des acides uroniques a été réalisée sur des hydrolysats de polysaccharides en
utilisant une précolonne CarboPac PA1 (Dionex 4 x 50 mm) et une colonne CarboPac PA1
(Dionex 4 x 250 mm). Tous les échantillons sont filtrés a 0,22 um avant injection (25 pL).

Les oses acides sont ¢lués par un gradient binaire a 0,5 mL/min :
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Eluant A : Solution d’hydroxyde de sodium a 100 mM ;
Eluant B : Solution d’acétate de sodium (C,H3;NaO,) 1 M dans I’éluant A (NaOH 100 mM).
Le programme d’analyse est : 100 % de A pendant 5 min, suivi d’un gradient linéaire de B

dans A de 0 a 100 % pendant 60 min, puis 100 % de B maintenus pendant 10 min.

2.8. ETUDE DES ACTIVITES BIOLOGIQUES

2.8.1. Test de digestibilité in vitro des polysaccharides issus de Cereus triangularis

Le concept de prébiotique a €été initialement présenté par Gibson et Roberfroid (1995). Il
désigne un ingrédient alimentaire non digestible qui affecte avantageusement 1’hote en
stimulant sélectivement la croissance et/ou I’activité d’un nombre limité de bactéries dans le
colon. Depuis, la définition a été affinée par Gibson et al., (2004) et les prébiotiques sont
maintenant définis en tant qu’ingrédients sélectivement fermentés qui permettent des
changements spécifiques de la composition et/ou de 1’activité du microbiote gastro-intestinal
et qui conferent un bien-étre & 1’hote. Pour recevoir 1’allégation prébiotique, un ingrédient
alimentaire doit (i) résister a 1’acidité gastrique, a I’hydrolyse par les enzymes des
mammiferes et a I’absorption gastro-intestinale, (i7) €tre fermenté par le microbiote intestinal,
(iii) stimuler sélectivement la croissance et/ou 1’activité des bactéries intestinales associées
avec la santé et le bien-étre. L’objectif est de réduire la quantité d’especes potentiellement
nocives ou pathogenes pour la santé de 1’hote (Gibson et Roberfroid, 1995).

La digestibilité des polysaccharides est étudiée en calculant le degré de leur hydrolyse aprés
incubation avec le jus gastrique humain artificiel. L’inuline et les fructooligosaccharides
(FOS) sont utilisés comme référence.

Chaque composé est dissous en solution a 1 % (m/v) dans I’eau distillée et leur digestibilité
est testée selon la méthode décrite par Korakli et al. (2002). Un jus gastrique artificiel est
préparé en utilisant un tampon HCI contenant des réactifs suivant : NaCl (8 g/L), KCI (0,2
g/L), Na,HPO4 2H,0 (8,25 g/L), NaHPO4 (14,35 g/L), CaCl,2H,0 (0,1 g/L) et MgCl, 6H,O
(0,18 g/L).

Le pH du tampon est ajusté a 1, 2, 3, 4 et 5 en utilisant une solution d’HCI (5 M). Un mL de
I’échantillon est mélangé avec 5 mL du jus gastrique artificiel pour tous les pH et le mélange
réactionnel est incubé dans un bain-marie a une température de 37 °C durant 6 h. Cinq cent
pL du mélange réactionnel sont prélevés périodiquement apres 0, 0,5, 1, 2, 4 et 6 h
d’incubation dans un systéme d’agitation thermostat¢ de type Radley (Type paralléle,
carousel 12 plus) et leur contenu en sucres réducteurs et en sucres totaux sont déterminés. Les

analyses sont réalisées en triplicata.
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Le pourcentage d’hydrolyse de 1’échantillon est calculé en se basant sur le contenu en sucres
réducteurs libérés et le contenu en sucres totaux de 1’échantillon :

[Sucres réducteurs libéreés]
% Hydrolyse = - — x 100
[Sucres totaux] — [Sucres réducteurs initiaux|

2.8.2. Etudes des propriétés prébiotiques des polysaccharidiques et oligosaccharidiques
issus de C. Triangularis

Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 a été utilis€ pour étudier les propriétés
prébiotiques potentielles des extraits polysaccharidiques et oligosaccharidiques issus de C.
triangularis. Cette bactérie est un microorganisme anaérobie facultatif, appartenant a un

genre commensal du tractus intestinal. La température de croissance a été fixée a 37°C.

Conditions de culture de la souche microbienne

Milieux de culture

Le milieu de culture utilisé est le milieu de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) a pH 6,3 dont la
composition est donnée dans le Tableau 13. Le milieu est stérilisé¢ par autoclavage durant 20
min a 120 °C. Les substrats carbonés étaient soit les extraits a tester (oligofructoses (FOS
F97), inuline, ou polysaccharides et oligosaccharides de Cereus triangularis), soit du glucose
a la concentration de 2 % (m/v). Les différents substrats carbonés ont été testés en présence et

en absence d’acide ascorbique utilisé comme agent réducteur a 0,2 % (m/v).

Tableau 10 : Composition du milieu MRS

Milieu Constituant Quantité
Peptone animale (Fluka) 10g
Extrait de viande (Fluka) 8¢
Extrait de levure (Fluka) 4g
K,;HPO4 2g

MRS CH3;COONa, 3H,0O 5¢g
Citrate de triammonium 2g
MgSO,4, 7TH,0 0,2¢g
MnSO4, HO 0,05¢
TWEEN 80 1 mL
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Le milieu MRS et le polysaccharide de Cereus triangularis ont été autoclavés tandis que les
solutions de glucose, d’inuline, de FOS et d’oligosaccharides de Cereus triangularis et de

vitamine C ont été filtrées a 0,22 pm.

Mode opératoire

La culture de Lactobacilus rhamnosus a été préparée a partir de 1 mL de culture en phase
exponentielle sur milieu MRS (Lactobacillus rhamnosus) utilis€ pour inoculer 10 mL de
milieu MRS. Ces 10 mL de culture ont été incubés pendant 48 a 72 heures a 37 °C. La
croissance microbienne a été suivie en mesurant son absorbance a 600 nm.

Cette culture est utilisée pour les tests prébiotiques apres dilution dans le milieu MRS sans
sucre a une DO égale a 0,1. Vingt pL de cette culture sont utilisés pour inoculer 180 pL de
milieu MRS contenant des sucres a tester dans des puits de microplaques. Le mélange est
ensuite additionné de 55 pL d’huile minérale (Silicone) pour empécher 1’évaporation du
milieu. La croissance bactérienne est suivie par mesure d’absorbance a 600 nm a I’aide d’un
lecteur de microplaques de type bioscreen (PerklinElmer) sur une période de 32 h. Les tests

sont réalisés en triplicat.

2.8.3. Tests antibactériens

2.8.3.1. Milieux de cultures

2.8.3.1.1. Milieux pour le test antibiogramme

Le milieu gélos¢ (PCA, BK144HA BIOKAR diagnostics — Annexe 1) a été utilisé pour
mettre en évidence I’activité des extraits vis-a-vis de germes pathogénes. Le milieu est

stérilisé a 120 °C pendant 20 min.

2.8.3.1.2. Milieu d’enrichissement
Le milieu qualifi¢ de « Bouillon nutritif » (Buffered Peptone Water, AEB140302) dont la
composition est détaillée en Annexe 1 est un milieu liquide utilisé pour revivifier les souches

microbiennes. Le milieu est stérilisé a 120°C pendant 20 min.

2.8.4. Tests des activités antimicrobiennes

2.8.4.1. Principe

La méthode de diffusion sur gélose est une méthode préliminaire permettant de repérer les
produits qui sont actifs sur les souches indicatrices et d’évaluer la sensibilité de ces souches.

Elle consiste a déposer, sur une culture de germes indicateurs préalablement ensemencés, des
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disques imbibés d’extrait de polysaccharide. La diffusion de I’extrait sur le milieu peut
inhiber la croissance des souches a tester. Pour les bactéries et les levures, une zone claire ou
zone d’inhibition est observée lorsque 1’extrait est actif, la mesure du diamétre de la zone
d’inhibition permet d’évaluer la sensibilité de ces germes qui peut varier en fonction de la

souche testée (Duval et Soussy, 1990; Ferron, 1994).

2.8.4.2. Mode opératoire

2.8.4.2.1. Caractéristiques des souches

Le polysaccharide extrait de C. triangularis a été testé sur 7 souches bactériennes et une
levure disponibles au Laboratoire de Microbiologie de I’Université d’Anthénée Saint Joseph

Antsirabe (ASJA) a Madagascar (Tableau 11).

Tableau 11 : Caractéristiques des souches testées pour les activités antimicrobiennes

Souches Coloration de Gram

Pseudomonas aeuriginosa -

Escherichia coli -

Salmonella typhimurium -

BACTERIES Staphylococcus aureus +
Shigella dysenteriae -
Streptococcus thermophylus +

Vibrio cholerae -

LEVURE Candida albicans

2.8.4.2.2. Revivification des souches
Les souches microbiennes étaient revivifiées dans 10 mL de bouillon nutritif puis incubées a
37°C pendant 18 a 24 heures. La turbidité du bouillon nutritif (mesurée a 600 nm) indique le

développement des souches cultivées.

2.8.4.2.3. Ensemencement et dépot des disques

La technique par inondation ou culture en nappe est appliquée pour 1’ensemencement. La
surface entiere du milieu solide (PCA, BK144HA, BIOKAR diagnostics) est inondée de
I’inoculum a tester (Bousseboua, 2002). La culture est incubée dans une étuve a 37 °C

pendant 15 min afin que les germes puissent adhérer et se développer sur le milieu.
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Des disques stériles de 6 mm de diamétre sont imprégnés de 20 pL de solution de
polysaccharides a une concentration de 20 mg/mL. Les disques sont déposés sur la culture a
I’aide d’une pince stérile. Les boites sont incubées a 37 °C pendant 24 heures (Nacer, 2012).

Apres 24 heures d’incubation, la présence de zones d’inhibition était observée et le diametre
d’inhibition était mesuré a I’aide d’une regle graduée millimétrée. Les résultats sont exprimés

comme indiqué dans le Tableau 12.

Tableau 12: Caractérisation de la sensibilité des germes (Leipzig, 1996)

Diameétres de la zone

Sensibilités du germe Résultats
d’inhibition (X)
X <7mm Insensible -
7mm <X <8 mm Assez sensible +
8 mm < X <9 mm Sensible ++
X > 9mm Trés sensible +++
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3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. EXTRACTION ET COMPOSITION GENERALE DES POLYSACCHARIDES
L'extraction des polysaccharides hydrosolubles des cladodes de C. triangularis a été suivie de
leur purification par précipitation a 1'éthanol et lavage a l'acétone. Le produit obtenu est

qualifi¢ de dépigmenté¢ (Figure 31).

(A) (B)

Figure 31 : Polysaccharides hydrosolubles extraits des cladodes de C. triangularis (A) aprés
purification par I’éthanol et I’acétone et (B) aprés séchage 24 heures a 50 °C

Comme indiqué en Figure 28 (cf. Matériel et méthodes ; paragraphe 2.2) nous avons
réalisé une extraction aqueuse sur les cladodes de C. triangularis pour obtenir une premiére
fraction de polysaccharides hydrosolubles nommée FP1. Elle a été suivie d’une seconde
extraction a partir du culot 1 issu de la matiére premicre végétale pour obtenir une seconde
fraction de polysaccharides hydrosolubles nommée FP2. La Figure 32 résume les résultats
des différentes étapes du processus d’extraction.

Apres avoir réalisé des extractions en triplicat, les rendements massiques moyens d’extraction
ont été estimés a 12,1 % et 12,5 % pour FP1 et FP2 respectivement. Ces résultats permettent
de conclure a un rendement final de 1’ordre de 24 % aprés une extraction par épuisement des
cladodes de C. triangularis. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus lors des
extractions des mucilages des cladodes seéches d’autres espeéces de Cactacées telles que
Opuntia sp. et Opuntia joconostle ou les rendements décrits étaient de 18 % et 30 %
respectivement (Sepulveda et al., 2007; Paiz et al., 2010). Notons, que les rendements
d’extraction des polysaccharides des cladodes de C. triangularis sont supérieurs a ceux
obtenus pour les cladodes d’Opuntia ficus-indica avec un rendement massique de 6 %

(Cardenas et al., 1997), méme si de maniere générale, les rendements massiques en
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polysaccharides hydrosolubles extraits des genres Opuntia sp. sont compris entre 18 et 20 %

(m/m) (Sepulveda et al., 2007).
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Figure 32 : Schéma général du processus d’extraction des polysaccharides des cladodes
de Cereus triangularis

L’analyse biochimique des polysaccharides hydrosolubles extraits des cladodes de C.
triangularis a montré que les sucres (oses neutres et oses acides) sont les principaux
constituants, méme si une faible teneur en protéines a été détectée. Cette premiere approche a
permis de montrer que ce polysaccharide est composé de 85 % d’oses neutres, 2-3,5 %
d’acides uroniques et 3 % de protéines (Tableau 13). Comme largement décrit dans la
littérature, la composition chimique et le rendement d’extraction des polysaccharides

hydrosolubles issus des cladodes des Cactacées varient suivant diverses conditions telles que
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I’environnement climatique, la localisation, I’origine géographique et la période de récolte

(Svoboda et Hampson, 1999 ; Séenz et al., 2004).

Tableau 13 : Rendement et composition globale du polysaccharide hydrosoluble extrait
des cladodes de Cereus triangularis

Rendement massique Composition du polysaccharide (%)
(m/m %)
Oses neutres' Acides uroniques’ Protéines’
24,6 85 2-3.5 3

' Quantifiés par la méthode de Monsigny ez al. (1988)
% Quantifiés par la méthode de Blumenkrantz et Asboe-Hansen (1973)
? Quantifiées par la méthode de Gornall ez al.(1949)

3.2. COMPOSITION OSIDIQUE

Ces dernicres décennies, de nombreuses études ont été réalisées sur I'analyse des mucilages de
plantes terrestres (Warrand et al., 2005a, 2005b) et notamment ceux issus de cactus (Saenz et
al., 2004; Habibi et al., 2004; Nobel ef al., 1992). Néanmoins, jusqu’a présent, aucune d’entre
elles n’a traité du mucilage de cladodes de C. triangularis en dépit de 1'abondance de cette
espece dans les zones tropicales et notamment dans le nord de Madagascar. L'identification de
la composition en monosaccharide du polysaccharide extrait de cladodes de C. triangularis a
été étudiée par CG/SM-EI apres hydrolyse acide au TFA et trimethylsilylation. La Figure 33
présente le chromatogramme obtenu et le Tableau 14 donne la composition en
monosaccharides constitutifs du polysaccharide extrait des cladodes de C. triangularis.

Le polysaccharide extrait des cladodes de C. triangularis est composée principalement de
galactose (55,4 = 4,3 % molaire) et d’arabinose (37,0 £ 3,7 % molaire) ce qui suggere la
présence d’un arabinogalactanes (AG) avec un rapport Ara/Gal de 0,67.

Les traces de rhamnose (3,8 + 1,2 % molaire) et d'acide galacturonique (1,6 + 0,98 % molaire)
sont attribuées a la présence d'une trés faible quantité de dérivés pectiques comme souvent
observé lors de la caractérisation structurale des mucilages de cladodes de Cactacées (Habibi
et al., 2004) mais reste caractéristique des compositions monosaccharides de ce type de
mucilage généralement composés de galactose, arabinose, rhamnose et d'acide galacturonique

(Saenz et al., 2004).
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Figure 33 : Chromatogramme du polysaccharide extrait des cladodes de C. triangularis
hydrolysé au TFA, trimethylsilylé et analysé par CG/SM-EI. Avec: ARA : arabinose ;
RHAM : rhamnose ; GalA : acide galacturonique ; GAL : galactose ; GLC : glucose et,
MAN : mannose

Tableau 14 : Composition en monosaccharide (% molaire) du polysaccharide extrait des
cladodes de Cereus triangularis apres analyse par CG/SM-EI

Monosaccharides (% molaire)

Gal Ara Rha Gle GalA Man

55,40+£4,3 37,00£3,7 3,81£1,2 1,69+0,45 1,63+0,98 0,47+0,22

Gal: Galactose; Ara: Arabinose; Glc: Glucose, Rha: Rhamnose, GalA: Acide galacturonique, Man: Mannose.

Comme décrit dans la littérature, la proportion des monosaccharides constitutifs des
mucilages est fortement influencée non seulement par les procédés d'extraction et de
purification, mais aussi par les zones géographiques de récolte, l'irrigation, la pluie, la
température, la nature du sol et le taux d'humidité¢ (Saenz et al., 2004). Par rapport a la
composition des monosaccharides du mucilage d’autres cladodes de cactus, C. triangularis
contient une quantité plus importante de galactose que les cladodes d’Opuntia ficus indica (21
% en ratio molaire) et des quantités plus faibles d’arabinose, de rhamnose et d'acide
galacturonique que celles quantifiées dans le mucilage des cladodes d’Opuntia ficus-indica

avec respectivement 42 %, 7 % et 8 % en ratios molaires (Nobel et al., 1992). Notons
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finalement que le mucilage extrait des cladodes d’Opuntia ficus-indica présente un rapport
Ara/Gal de 2 contre 0,67 pour celui extrait des cladodes de C. triangularis alors que pour le
mucilage des cladodes de C. peruvianus un ratio Ara/Gal de 0,23 est observé (Tanaka et al.,

2010).

3.3. METHODES SPECTROSCOPIQUES

3.3.1. Spectroscopie Infra-Rouge

L’analyse Infra-Rouge a transformée de Fourier (IR-TF) du polysaccharide extrait des
cladodes de C. triangularis a permis de révéler de manicre qualitative, la présence de groupes
fonctionnels caractéristiques (Figure 34 et Tableau 15).

La présence d’une large bande intense entre 3200-3500 cm™ est attribuée a la vibration
d'¢longation des groupements hydroxyles (-OH) caractéristique des polysaccharides ainsi qu’a
I’absorption de 1’eau (Adel et al., 2010). De faibles bandes de vibrations asymétriques des
liaisons C-H sont observées entre 2800 et 3000 cm™ (Brian-Jaisson, 2014). De plus, les
signaux a 1730,46 et 1241-1243 cm™ mettent en évidence la présence de groupes acétyles

issus des résidus pectiques comme indiqué dans la littérature (Brito et al., 2004).
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Figure 34 : Spectre IR-TF du polysaccharide extrait de cladodes de Cereus triangularis

De méme, les absorptions observées aux alentours des 1613 cm™ et 1418 cm™, sont attribuées
aux groupements carboxylates (-COQ") (Brito et al., 2004). Dans cette zone, la large bande
située a 1613 em™ correspond plus spécifiquement 4 la vibration d'élongation de la fonction
C=0 du groupement carboxylique (COOH) de I’acide galacturonique (Barka et al., 2013). Le
signal observé a 1372,39 cm™ peut étre considéré comme spécifique de la vibration

d’élongation du groupement carboxylate. Finalement, les bandes observées entre 900 et 1200
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cm’ et plus précisément celles obtenues a 1033,99 cm™, sont spécifiques des vibrations des
liaisons C-O-C et C-O-H des structures polysaccharidiques (Schmitt et Flemming, 1998;
Edwards et al., 1998).

Tableau 15 : Principales bandes caractéristiques des groupes fonctionnels des
polysaccharides extraits des cladodes de Cereus triangularis analysés par spectroscopie
Infra-Rouge

Longueur d'onde (cm™) Types de liaison (v = vibration d’¢longation)
3295,01 v (O-H)
2900,00 v (C-H) aliphatique
1612,72 v (C=0) fonction carboxylate
1372,39 v (-COO-) des acides uroniques
1033,99 v (C-0) fonctions d'hydrates de carbone

3.3.2. Spectroscopie RMN (Résonance Magnétique Nucléaire)

Le polysaccharide extrait des cladodes de C. triangularis a été analysé par spectroscopie
RMN 'H et “C. Les spectres RMN-1D et 2D montrent les signaux caractéristiques des
polysaccharides (Figures 35 et 36).

Le spectre RMN °C (Figure 35.A) révéle la présence des 6 signaux caractéristiques a 104,35
ppm (C-1), 71,80 ppm (C-2), 73,30 ppm (C-3), 77,64 ppm (C-4), 74,50 ppm (C-5) et 60,72
ppm (C-6). Par comparaison avec la littérature concernant les mucilages de cactus (Habibi et
al., 2004 ; Do Nascimento ef al., 2015), ces signaux C spécifiques ont été attribués a des
pics de résonances caractéristiques d’une chaine principale de galactane constituée de résidus
D-Galp liés en f-(1,4) (chaine de type f-(1,4)-D-Galp). Comme observé en Figure 35.A,
d'autres signaux '*C moins intenses ont été identifiés & 107,46 ppm, 81,26 ppm, 76,57 ppm,
84,07 ppm et 61,19 ppm, correspondant respectivement aux C-1, C-2, C-3, C-4 et C-5 de
résidus arabinoses terminaux (type T-a-D-Araf-(1,3)) liés aux résidus galactoses de la chaine
principale de galactane (Habibi et al., 2004; Vignon et al., 2004). Par ailleurs, des signaux
moins intenses ont été observés a 103,74 ppm, 82,22 ppm, 78,14 ppm et 72,82 ppm,
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correspondant respectivement aux C-1, C-3, C-4 et C-2 de résidus 3-O-D-Galp substitués
(Habibi et al., 2004; Do Nascimento et al., 2015). Comme observé dans la Figure 36, par une
corrélation hétéronucléaire 2D "“C/'H (HSQC), nous pouvons identifier les protons

correspondants au polysaccharide extrait des cladodes de C. triangularis (Figure 35.B).
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Figure 35 : (A) Spectres RMN BC et (B) spectre RMN 'H du polysaccharide extrait des
cladodes de Cereus triangularis (40g/L dans le D,O a 60 °C)
(2)=H-2 (Gal), (b) = H-5 (Gal) , (b’) = H-5(Ara T), (c) = H-3(Gal), (d) = H-6 (Gal), (e) = H-3 (Ara T), (f) = H-4 (Ara T), (g)

=H-2 (Ara T), (h) = H-4 (Gal), (i ) = H-1 (Gal), (j) = H-1 de (1,5)-a~L-Araf,, (k) = H-1(Ara T),
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Ainsi, les principaux signaux des protons identifiés a 4,56 ppm, 3,61 ppm, 3,71 ppm, 4,09
ppm, 3,64 ppm et 3,74 ppm ont été attribués respectivement aux protons H-1, H-2, H-3, H-4,
H-5 et H 6, des résidus D-Galp liés en $-(1,4) (chaine de type f-(1,4)-D-Galp) présents dans
chaine linéaire principale de galactane. En outre, d'autres signaux observés a 5,12 ppm, 4,06
ppm, 3,88 ppm, 4,02 ppm et 3,65 ppm, ont été attribués respectivement aux protons H-1, H-2,
H-3, H-4 et H-5, du résidu arabinose terminal T-a-L-Araf~(1,3) 1ié¢ aux résidus galactose de la

chaine principale de galactane (Habibi et al., 2004; Vignon et al., 2004).
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Figure 36 : Spectre de corrélation hétéronucléaire 2D *C/'H (HSQC) du polysaccharide
extrait des cladodes de Cereus triangularis (40 g.L" dans le D,0 a 60°C)

(Al) = Hy/C, : T-a L-Ara,(1,3)-Gal,, (A2) = H,/Cy: T-a-L-Arar(1,3)-Gal,; (A3) = H3/C3 ; T-a-L-Ara~(1,3)- -Gal,; (A4) =
H4/C4 : T-o-L-Ara-(1,3)-Gal,; (AS) = H5/C5 :T-a-L-Ara-(1,3)-Gal,; (G3)=H3/C;: T-o-L-Aras(1,3)-Gal, ; (A4) = Hy/C,: T-
a-L-Arar(1,3)-Gal,; (A5) = Hs/Cs : T-a-L-Araj~(1,3)-Gal,; (G1) = H,/C;: (1,4)-5-D-Gal,;(G2) = H,/C; : (1,4)-5-D-Gal,; (G3)
= Hy/C;: (1,4)-f- D-Gal,; (G4) = H4/C4: (1,4)-f-D-Gal,, (G5) = Hs/Cs: (1,4)-p-D-Gal,; (G6) = H¢/Cy : (1,4)-f-D-Gal,; (B)=
trace de H,/C, de (1,5)-a-L-Ara,.

Notons que la faible quantité¢ de pectine présente dans la fraction mucilagineuse globale est
confirmée par la présence de faibles signaux observés a 1,2 ppm et 2,03 ppm qui sont
facilement assignés aux protons du groupe méthyle (-CH;) du rhamnose et au proton du
groupement acétyle respectivement (Figure 35). Il est important de mentionner que les
analyses RMN 2D (Figure 36) permettent d’identifier de faibles signaux, a 5,01 ppm et

autour de 108 ppm, pouvant étre attribués respectivement au proton H-1 et au carbone C-1 de
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résidus de type a-L-Araf liés en position (1,5) comme décrit dans la littérature concernant
certains mucilages de cladodes de cactus (Habibi et al., 2004). Les attributions des signaux

RMN ('H et "*C) sont résumées dans le Tableau 16.

Tableau 16 : Déplacements chimiques des protons 'H et des carbones C (5 ppm) des
résidus glycosidiques du polysaccharide extrait des cladodes de C. triangularis

Résidus Déplacements chimiques (3) en ppm
glycosidiques
S-(1,4)-D-Galp 'H 4,56 3,61 3,71 4,09 3,64 3,74

Bc 104,35 71,80 73,30 77,64 74,50 60,72

'H 5,12 4,06 3,88 4,02 3,65 -

T-a-L-Araf~(1,3)
Bc 107,46 81,26 76,57 84,07 61,19 -

o 'H nd nd Nd nd nd nd

3-O-D-Galp substitué

B 103,74 72,82 82,22 78,14 nd nd

'H 5,01 nd Nd nd nd -
(1,5)-a- L-Araf

B 108 nd Nd nd nd -
Rhap 'H nd nd Nd nd nd 1,2

B nd nd Nd nd nd nd

nd : non déterminé

Comme déja décrit par Habibi et al. (2004) lors de la caractérisation de polysaccharides
extraits de la peau du fruit d’Opuntia ficus-indica et par Do Nascimento et al. (2015) dans la
caractérisation des polysaccharides extraits du fruit de Solanum betaceum, notre étude RMN
comparative et qualitative révele que le polysaccharide extrait des cladodes de C. triangularis
est une fraction riche en arabinogalactane correspondant a une chaine linéaire principale de
type f-(1,4)-D-Galp substituée en position 3 par des groupements T-a-L-Araf-(1, telle que le
ratio Araf": Galp soit de 0,67 (selon les estimations de 1'analyse CG/SM-EI).
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3.4. IDENTIFICATION DES LIAISONS GLYCOSIDIQUES DU POLYSACCHARIDE
EXTRAIT DES CLADODES DE CEREUS TRIANGULARIS

Afin de confirmer et de quantifier la présence d’un polysaccharide de type arabinogalactane
extrait des cladodes de C. triangularis, une analyse des liaisons glycosidiques a été réalisée
par CG/SM-EI.

Le chromatogramme obtenu par l'analyse des acétates d’alditol partiellement méthylés est

présenté dans la Figure 37.
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Figure 37: Chromatogramme CG/SM des différents dérivés d’acétate d’alditols
partiellement O-méthylés issus du polysaccharide extrait des cladodes de C. triangularis

L’analyse du chromatogramme permet d’identifier différents dérivés d’acétate d’alditols
partiellement O-methylés (Tableau 17) et indiquent que les unités galactopyranosyles sont
présentes sous la forme de : T-Galp-(1,4)-Galp-(1, et (3,4)-Galp-(1, puisque les composés
2,3,4,6-Mes-Galp (3,0 %), 2,3,6-Mes-Galp (51,9 %) et 2,6-Me,-Galp (16,9 %) ont été formés.
Ces résultats confirment la présence d’une chaine principale de galactane (chaine de type f-
(1,4)-Galp) portant des substituants glycosyls en position O-3. Ils indiquent également
qu’environ 24 % des résidus galactose de la chaine principale de galactane sont substitués et
que les unités T-Galp-(1, peuvent étre lies directement sur la chaine principale de galactane
ou via des résidus Araf. La présence des composés de type 2,3,5-Mes-Araf” (17,1 %) et 2,3-

Me,-Araf (11,1 %) révele que dans le polysaccharide extrait des cladodes de Cereus
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triangularis, les unités arabinosyles sont présentes sous la forme de : T-Araf~(1, et ,5)-Araf-
(1,.

Ces résultats sont en accord avec les analyses RMN et confirment donc la présence
majoritaire d’une chaine principale de galactane de type f-(1,4)-D-Galp substituée en position
3 par des groupements T-a-L-Araf~(1, ou des chaines latérales d’arabinane de type T-o-L-

Araf-(1,[,5)-a-L-Araf~(1,],,5)-a-L-Araf~(1,.

Tableau 17 : Acétates d’alditols partiellement O-methylés issus du polysaccharide
extrait des cladodes de C. triangularis

Acétates d’alditols O-methylés @ % Type de liaison™
3-Me;-Rha traces (2,4)-Rha,-(1,
Me;-Hex© traces nd.©@
2,3,5-Mes-Ara 17,1 Aras(1,
2,3-Me,-Ara 11,1 ,5)-Arap(1,
2,3,4,6-Me4-Gal 3,0 Gal,~(1,
2,3,6-Me;-Gal 51,9 4)-Gal,-(1,
2,6-Me,-Gal 16,9 ,3,4)-Gal,-(1,

(a) 2,3,5-Me3-Ara = 2,3,5-tri-O-methylarabinitolacetate, etc.
(b) Basé sur les dérivés O-methylalditol acetates.
(c) Traces de tri-O-acetyl-tri-O-methyl-hexitol-1-d.

(d) Non déterminé.

Notons que la formation de composés de type tri-O-acetyl-tri-O-methyl-hexitol-1-d pourrait
correspondre a la présence de glucose (Glcp) et de mannose (Manp) mais d'autres études
devront étre effectuées pour vérifier si ces résidus appartiennent ou non a la structure
principale du polysaccharide. Finalement, des traces de 3-Me;-Rhap ont été observées, ce qui
indique la présence d'unités rhamnosyle 2,4-di-O-substituées correspondant aux traces de
pectine observées lors des analyses RMN.

En conclusion, cette caractérisation nous permet de proposer la structure suivante (Figure 38)

pour ce polysaccharide de type arabinogalactane extrait des cladodes de C. triangularis:
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OH
(o)
RO 0 OH
OH 0
RO o OH
OH (o)
RO O oH
(o)
R: H et/ou T-a-L-Araf-(1, OH (@)

RO
OH |
!
Figure 38 : Structure proposée pour le polysaccharide extrait des cladodes de Cereus

triangularis

Avec R pouvant étre I’'un des groupements suivants : H ou T-a-L-Aras~(1, ou T-a-L-Ara~(1,[,5)-a-L-Aras
(L]nas)'a_L_Ara/'(la'

3.5. MASSE MOLECULAIRE ET VISCOSITE |INTRINSEQUE DU
POLYSACCHARIDE

Les masses moléculaires en poids (My,), les masses moléculaires moyennes en nombres (M)
et la viscosité intrinséque ont été déterminées par chromatographie d'exclusion stérique haute
performance couplée a la diffusion de la lumiére laser multi-angles (SEC/MALLS) et a la
détection viscosimétrique en ligne. Notons que les analyses ont été réalisées sur deux chaines
analytiques (avec et sans filtration de la solution polysaccharidique) de facon a rendre compte
de la disparité possible dans les estimations des My,. La séparation des différentes chaines de
polysaccharides est effectuée selon leur taille par exclusion stérique (les chaines de poids
moléculaires les plus €levés étant €luées en premier). Les indices de réfraction et la diffusion
de la lumiére des chaines sont mesurés, permettant ainsi le calcul de M,, et My,.

Dans un premier temps, I’analyse sans filtration (100% de fraction analysée) est présentée en

Figure 39.
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Figure 39 : Analyse HPSEC-MALLS du polysaccharide extrait des cladodes de C.
triangularis (solution non filtrée). Avec LS : détection laser, AUXI1 : détection
réfractométrique et AUX2 : détection UV

Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau 18. La valeur de la My, du mucilage de C.
triangularis est estimée a 8,43x10° g/mol. Cet hydrocolloide posséde un faible indice de
polydispersité (1,21) confirmant ainsi la présence d’une structure polysaccharidique
homogeéne de haute masse moléculaire. Comme décrit dans la littérature (Warrand et al.,
2005a), I’absence d’hétérogénéité dans les mesures de My, (Figure 39) confirme la tres faible
présence de polysaccharides de nature pectique dans le mucilage extrait des cladodes de C.

triangularis.

Tableau 18 : Analyses HPSEC-MALLS réalisées sur la solution non filtrée du
polysaccharide extrait des cladodes de C. triangularis

M,, (g/mol)* M, (g/mol)** Ip***

8,43x10° 6,96x10° 1,21

*M,: Masse moléculaire moyenne estimée par analyse SEC-MALLS.
* M,: Masse moléculaire moyenne en nombre estimée par analyse SEC-MALLS.
*** Ip: Indice de polydispersité estimé par analyse SEC-MALLS.
Dans un second temps, l’analyse est réalisée aprés une filtration de la solution
polysaccharidique sur un filtre de 0,45 um afin d’éliminer les éventuels agrégats et réaliser

une mesure de viscosité intrinseque (Figure 40). L'intégration du signal réfractométrique

entre 22,5 min et 43,5 min permet de calculer la quantité d'échantillon séparée par application
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de la valeur d'incrément d'indice de réfraction dn/dc= 0,150 mL/g (valeur moyenne usuelle
pour un polysaccharide en solution aqueuse). Le taux de récupération de I'échantillon est alors
estimé a 85 %. Comme observé en Figure 40, la détection réfractométrique présente un signal

sur I'ensemble de 1'élution montrant une forte polydispersité de I'échantillon.
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Figure 40 : Chromatogramme obtenu par analyse HPSEC-MALLS réalisée sur le
polysaccharide extrait de cladodes de C. triangularis (solution filtrée sur 0,45 pm). Avec
LS : diffusion de la lumiére et dRI : détection réfractométrique

Les signaux des différents détecteurs sont suffisants pour avoir une bonne précision de mesure
et les déterminations de la masse moléculaire (My,) et de la viscosité intrinséque ([#]) peuvent
ainsi étre réalisés sur : (i) ’ensemble du volume d’¢lution (Zone 1 : 22,5 min- 43,5 min) et,
(if) 1a premiere fraction €éluée de forte masse molaire représentant uniquement 20 % en masse
de I’échantillon injecté (Zone 2 : 23 a 36 min) (Figure 40).

Si I’on s’intéresse dans un premier temps a la Zone 1, 1’évolution de la masse moléculaire et

de la viscosité intrinséque du polysaccharide sont présentées dans la Figure 41 (A et B).
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Figure 41 : Evolution de (A) la masse molaire et (B) la viscosité intrinseque du
polysaccharide extrait des cladodes de Cereus triangularis. Les analyses sont effectuées
sur l'ensemble du volume d'élution (Zone 1: 11,5 mL a 18 mL). Avec dRI : détection
réfractométrique, LS : détection laser

Les résultats obtenus concernant I’ensemble du volume d’¢€lution traité (Zone 1) sont résumés

dans le Tableau 19. Ainsi, sur I’ensemble du volume d’¢lution, le polysaccharide extrait des
cladodes de Cereus triangularis possede une masse molaire moyenne de 1270000 g/mol et

une viscosité intrinséque de 455 £15 mL/g. Notons la forte polydispersité observée (Ip= 7,8).
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Tableau 19 : Propriétés physico-chimiques du polysaccharide extrait des cladodes de
Cereus triangularis. Les analyses sont effectuées sur l'ensemble du volume d'élution
(Zone 1 :11,5mL a 18 mL)

- . . Viscosité
lelt(ersng)a ction éftr:;itef(en:‘ Mn (g/mol) Mw (g/mol) Ip Rh** (nm) intrinséque
[7] (mL/g)
162 000 1 270 000
_ 0
11,5-18 68 % (£9%) (£9%) 7,8 37+ 9 455 £15

*Par rapport a I'ensemble du pic ; **Rayon hydrodynamique

L’analyse de la Zone 2 du chromatogramme (11,5 a 14,8 mL) représentant 20 % de
I’échantillon injecté montre que cette population est constituée d'objets suffisamment grands
et abondants pour calculer leurs rayons de giration (Rg) (Figure 42). Les représentations
permettant d'accéder aux parametres conformationnels (Mark-Houwink-Sakurada) ne

montrent pas de linéarité en raison de la forte polydispersité de I'échantillon.

—] —dRI -- LS

11.0 12.0 13.0 14.0 15.0
volume (mL)

Figure 42 : Evolution des rayons de giration du polysaccharide extrait des cladodes de
Cereus triangularis. Les analyses sont effectuées sur la fraction de forte masse molaire
(Zone 2 : 11,5-14,8 mL) correspondant a 20 % de I’échantillon injecté

L’ensemble des résultats obtenus concernant la fraction de forte masse molaire (Zone 2 :
correspondant a 20 % de 1’échantillon injecté) sont présentés dans le Tableau 20.
Les caractéristiques principales de cette fraction sont une My, de 2 810 000 g/mol, un M, de

1260 000 g/mol, un Ip de 2,2, un rayon de giration moyen (Rg) de 120 = 3 nm et, une

viscosité intrinséque de 876 £ 18 mL/g.
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Tableau 20 : Propriétés physico-chimiques de la fraction de forte masse molaire
représentant 20 % de 1'échantillon (Zone 2 : 11,5 mL-14,8 mL)

Limites Fraction Rh*** Viscosité
fraction R Mn (g/mol)  Mw (g/mol) Ip Rg** (nm) intrinséque [n]
étudiée (nm)
(mL) (mL/g)
11,5-14,8 20 % 1(1630(?/30 2810000 (£9%) 2,2 120+3 67+2 876 + 18

*Par rapport a l'ensemble du pic ; **Rayon de gyration ; ***Rayon hydrodynamique.

En résumé, il est possible d’observer apres filtration de la solution d’AG de C. triangularis,
une M,, de 1,27x10° g/mol, et une viscosité intrinséque de 455 +15 mL/g pour la fraction
correspondant au volume total de 1’¢lution (Zone 1). Par contre, si on s’intéresse uniquement
a la fraction de haute masse molaire (Zone 2) nous obtenons une M,, de 2,81x10° g/mol et
une viscosité intrinseque de 876 18 mL/g. Les valeurs de My, et [#] sont d’environ deux fois
supérieures a celles observées pour la fraction correspondant au volume total d’¢lution
(Zomne 1). Par ailleurs, si on considére la fraction non filtrée représentant 1’ensemble du
polysaccharide injecté (Figure 39) la valeur moyenne de My, a été estimée a 8,43x10° g/mol
soit, une valeur environ 3 fois supérieure a la valeur observée pour la fraction de haute masse
molaire (Zone 2) correspondant a 85% de polysaccharide injecté apres filtration de
I’échantillon. Ainsi, cette différence de valeur estimée pour My, est sans doute due au fait
qu’apreés filtration, 15 % du polysaccharide de haute masse molaire (> 3x10° g/mol) est retenu
sur le filtre de 0,45 um.

Par comparaison avec la littérature, la viscosité intrinseque des AG extraits de cladodes de
Cereus triangularis est supérieure a celles décrites chez d’autres AG. Elle a été estimée a 10,8
mL/g pour les AG extraits de I’endosperme du blé (Fincher et al., 1974), a 10 mL/g pour les
AG extraits de 1’écorce du bois de méleze (McKie, 2008) et a 10,1 mL/g pour les AG extraits
de vin rouge (Doco et Williams, 2013). Notons également que les AG extraits de 1’écorce du
bois de méleze avaient une masse moléculaire moyenne et un indice de polydispersité¢ de
4,72);104 g/mol et 1,12 respectivement (McKie, 2008) alors que dans le cas des AGs de vin
rouge la masse molaire moyenne était de 1,1x10° g/mol et I’indice de polydispersité de 1,1
(Doco et Williams, 2013). La masse molaire ¢levée du mucilage extrait des cladodes de
Cereus triangularis est par ailleurs en accord avec celles des mucilages extraits du genre
Opuntia et estimées entre 2,3x10* et 13x10° g/mol (Majdoub et al., 2001; Medina-Torres et
al., 2000; Cardenas et al., 1997; Trachtenberg et Mayer, 1981). Dans la plupart des cas, la

différence observée au niveau de ces masses molaires pourrait étre due a: 1'age des cladodes ;
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les méthodes d'extraction/purification ; et aux contaminations possibles de ces hydrocolloides
avec d'autres composés naturels (protéines, fibres,...). En régle générale, une My, élevée
homogene est observée pour les polysaccharides purs, sans aucune contamination par des
protéines (Saenz et al., 2004). Le Tableau 21 résume les propriétés physico-chimiques de

différents AG (bois de méléze, gomme Arabique, grains de café et endosperme de bl¢é).
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Tableau 21 : Caractéristiques physico-chimiques d’AG d’origines diverses

. . . . c,d
Source C. triangularis C. triangularis Bois de méloze” Gomlfle café Endosperme
Arabique ¢
d’AG Zone 1° Zone 2° de Blé
] (mL/g) 455 876 10 23 96 10,8
M,, (g/mol) 1,27x10° 2,81x10° 4,72x10* 5,34x10° 3,78x10° 22x10°
M, (g/mol) 1,62x10° 1,26x10° 4,23x10* 2,35%10° 2,83x10° nd
Ip 7.8 2,2 1,1 2,3 1,3 nd
Rh (nm) 37 67 nd 11,9 21,9 nd
Rg (nm) Nd 120 nd 15 28,7 nd
Rg/Rh Nd 1,79 nd 1,26 1,31 nd

@ cette étude ; °° Sanchez et al., (2002) ; ¢ Servant-Duvall ez al. (1994) ;  Redwell et al. (2005) ; " Fincher et al. (1974)

nd : non déterminé.
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3.6. ETUDE DES PROPRIETES RHEOLOGIQUES DU POLYSACCHARIDE
EXTRAIT DES CLADODES DE CEREUS TRIANGULARIS

Ce chapitre a pour but d’étudier les propriétés physico-chimiques en milieux dilué et semi-
dilué¢ du polysaccharide extrait des cladodes de Cereus triangularis afin d’une part d’évaluer
ses potentialités comme agent texturant et d’autre part de le comparer a d’autres
arabinogalactanes (AG). Afin d’appréhender les propriétés d’écoulement des solutions d’AG
extraits des cladodes de C. triangularis et dans le but de définir leurs conditions futures de
mises en ceuvre dans des procédés industriels, les propriétés rhéologiques du polysaccharide
en solution ont donc été analysées.

D’une manicre générale, il est décrit que les AG sont peu chargés et que les chaines
macromoléculaires sont sous formes de pelotes statistiques caractérisées par une faible
viscosité (phénoméne d’interactions entre les chaines) (Crini ef al., 2009). En revanche,
lorsque les polysaccharides possedent une densité de charge élevée, la conformation des
macromolécules est alors trés étendue en raison des phénoménes de répulsion des charges et

la viscosité des solutions est importante.

3.6.1. Mesure en écoulement

Les caractéristiques rhéologiques non-linéaires des solutions de polymeéres en régime semi-
dilué sont mises en évidence par des représentations de la viscosité apparente en fonction du
gradient de cisaillement. En régle générale, la diminution de la viscosit¢ avec une
augmentation de la vitesse de cisaillement peut étre attribuée a l'alignement des chaines de
hautes masses moléculaires disposées au hasard dans la structure du polymere. Ces chaines
interagissent les unes avec les autres dans le milieu aqueux. En plus de la concentration,
d'autres facteurs influent sur les propriétés mécaniques de 1'écoulement des biopolyméres, tels
que la masse moléculaire, le degré de ramification, les charges ¢électrostatiques et la
température (Barnes, 2000 ; Li et al., 2009).

Le comportement rhéologique de solutions d’AG a différentes concentrations (1% (m/v),
2,5% (m/v), 5% (m/v) et, 10 % (m/v)) a été mesuré pour des taux de cisaillement allant de
0,001 a 100 s et comparé avec des solutions de xanthane (Figure 43). Comme observé, dans
toutes les solutions de polysaccharides, le comportement rhéologique présente a peu pres le
méme profil (non newtonien) et ne différe que par les valeurs des paramétres du modele
rhéologique utilisé. En général, toutes les solutions de polysaccharides reconstituées a
différents niveaux de concentration (de 1 a 10 % (m/v)) présentent un comportement non-

newtonien de "fluidification par cisaillement". Ce comportement rhéofluidifiant est attribu¢ a
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la présence d'une forte quantité de polysaccharides de masses moléculaires ¢levées (Barnes,

2000; Morris et al., 1981).
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Figure 43: Variation de la viscosité apparente (Pa.s) de solutions de polysaccharides (1 a
10% (m/v)) extraits des cladodes de Cereus triangularis et de solutions de xanthane en
fonction du taux de cisaillement (s'l)

Dans toutes les régions, la viscosit¢ apparente diminue lorsque le taux de cisaillement
augmente. Ce genre de comportement refléte l'influence du cisaillement sur 1’enchevétrement
des chaines de polysaccharides. Au-dessus d'un certain seuil, le cisaillement tend a séparer les
chaines de polymére et, par conséquent, la viscosité diminue jusqu'a ce qu’une valeur
minimale soit atteinte. Ce comportement est qualifié de rhéofluidifiant mais avec un plateau
newtonien a cisaillement élevé (Calero et al., 2010). La viscosité augmente également avec la
concentration et elle est fonction de Ila masse moléculaire (My) des chaines
macromoléculaires (Crini et al., 2009). Notre étude comparative est réalisée avec le xanthane,
un polysaccharide microbien produit par Xanthomonas campestris connu pour son
comportement non newtonien et sa qualité de fluide rhéofluidifiant (Morris, 1987; Esmael et
al., 2009). Comme observé en Figure 50, les solutions de xanthane (1% et 2,5 % (m/v))

présentent des propriétés rhéofluidifiantes supérieures a celles des solutions d’AG de

C. triangularis qui sont moins visqueuses quelles que soient les concentrations utilisées.
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Comme largement décrit dans la littérature, en solution aqueuse, le xanthane a des propriétés
épaississantes des les basses concentrations (0,1 % (m/v)) et est efficace a 0,5 % comme agent
stabilisant, contre au moins 1 % pour d’autres polysaccharides (Baeza et al., 2005). De plus,
les propriétés rhéologiques du xanthane en solution montrent un seuil d’écoulement et une
viscosité ¢élevée a de faibles taux de cisaillement. En ce qui concerne les AG, la gomme
Arabique (AGP) est couramment utilisée comme agent texturant dans 1’industrie
agroalimentaire (Mahfoudhi et al., 2015). Ses propriétés fonctionnelles en solution ont fait
'objet d'un nombre important de travaux (Mahfoudhi et al., 2015). La présence de résidus
d’acides uroniques dans la structure de cette gomme lui confére un caractére anionique
marqué. Ceci a pour conséquence d’induire des répulsions électrostatiques entre les chaines
polysaccharidiques chargées tendant a augmenter légerement le rayon hydrodynamique de la
gomme a des pH ¢levés (Burgess et Carless, 1985). Ainsi, la présence de charges et la
structure compacte de la gomme Arabique sont a 1'origine de sa grande solubilité a froid. La
faible viscosité des solutions de cette arabique, comparée a celle d’autres polysaccharides de
masse molaire similaire, et ce méme pour des concentrations ¢élevées, est diie a sa structure
compacte. Son écoulement est considéré comme Newtonien puis rhéofluidifiant a partir de
concentrations de 1’ordre de 20-30 % (m/v) (Sanchez et al., 2002). Ces dernieres années de
nombreuses études ont été menées pour utiliser des gommes de type AG comme substitut de
la gomme Arabique (Mahfoudhi et al., 2015). Compte tenu de son comportement
rhéofluidifiant et peu visqueux méme a forte concentration (10% ((m/v)), I’AG extrait des

cladodes de Cereus triangularis pourrait donc étre un bon candidat.

3.6.2. Concentration critique de recouvrement C*

Dans une seconde étape, la viscosité spécifique de solutions d’AG (entre 1 et 5 % (m/v)) a été
mesurée pour €valuer la concentration critique de recouvrement (C* en g/L). C* est déduite
du tracé en échelle logarithmique de la viscosité spécifique par rapport a la concentration en
polymere. La rupture de la pente donne acces a C* qui est la signature du début de
I’enchevétrement des macromolécules (Figure 44). Cette concentration seuil permet de
définir la limite entre le régime dilué¢ et le régime semi dilué, c’est-a-dire la limite de
concentration a partir de laquelle les macromolécules intéragissent les unes avec les autres
dans la solution et s’enchevétrent. C’est en fait une plage de concentrations de transition entre
les deux régimes. A partir de cette valeur de concentration critique il est possible de

déterminer le moment ou les polysaccharides commencent a entrer en contact. Dans ces
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conditions, I’ensemble de I’espace est occupé par les volumes hydrodynamiques des
polysaccharides.

Comme observé en Figure 44, C* a été évaluée a 22 g/L a 25°C. Cette valeur est similaire a
celle de I’AGP extrait des grains de café (Redgwell et al., 2005) possédant une masse molaire
de 3,78x10° g/mol. Cette valeur de C* est 4 fois plus faible par rapport a celle de la gomme
Arabique pour laquelle la C* est estimée a 88 g/L pour une masse molaire de 5,34x10° g/mol
(Servant-Duvallet, 1994; Sanchez et al., 2002). Ces résultats peuvent étre expliqués par les
masses molaires €levées des AG extraits des cladodes de Cereus triangularis et des graines de
café¢ (Redgwell ef al., 2005). En effet, comme mentionné dans la littérature, plus la masse
moléculaire des polysaccharides est élevée plus la concentration critique de recouvrement est

faible (Redgwell et al., 2005).
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Figure 44 : Détermination de la concentration critique de recouvrement C* des
polysaccharides des cladodes de Cereus triangularis en solution

3.6.3. Evaluation de la viscosité du polysaccharide en fonction des sels

L'effet des ions sur la viscosité des polysaccharides est important, non seulement pour
déterminer si le polysaccharide se comporte comme un polyélectrolyte mais aussi pour
estimer ses propriétés rhéologiques. De maniere générale, les molécules chargées subissent
une forte variation de viscosité par I’intervention des forces ioniques engendrées par I’ajout de

sels (Smidsrod et Haug, 1971).
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La Figure 45 présente 1’effet de I’ajout de sels (KC1 0,5M ; NaCl 0,5M) sur la viscosité des
solutions d’AG de C. triangularis préparées a des concentrations de 2,5% et 5% (m/v).
Quelles que soient les concentrations en sels utilisées, il n’y a pas d’influence significative sur
la viscosité de I’AG. Ces résultats sont cohérents avec la structure de cet AG compte tenu de

sa faible teneur en acide galacturonique (1,63 £ 0,98 % en ratio molaire).

1000 -
= 100 -
@ E
o ]
g ¥ 4
@ 10 4 AX ® %
£ A «
o ] AX >
g " % o
S 1 AAXx Mm
& ] e A ﬁ“& ”“
2 01 - A
;o AEsER
8 J
S 001 :
0’001 ] T T T T TTITrTT T T T T TTITrT T T T T TTrrr T T T T TTrrr T T rrrrrnmn
0,001 0,01 0,1 1 10 100
Vitesse de cisaillement (s)
A Polysaccharide 2,5%, H20 X Polysaccharide 2,5%, KCl 0,5M
A Polysaccharide 2,5%, NaCl 0,5M ® Polysaccharide 5 %, H20
@ Polysaccharide 5%, NaCl 0,5M X Polysaccharide 5%, KCl 0,5M

Figure 45: Effet de I’ajout de sels (KCI 0,5M ; NaCl 0,5M) sur la viscosité des solutions
d’arabinogalactanes préparées a des concentrations de 2,5% et 5% (m/v)

3.6.4. Evaluation de la viscosité de solutions de polysaccharide en fonction de la
température

L’¢écoulement d’un liquide visqueux est décrit comme le franchissement d’une barriere
énergétique par une unité moléculaire de ce liquide. Cette transition est accélérée par
I’¢élévation de la température de la solution; raison pour laquelle Andrade (1930), Eyring
(1935) et Lewis, (1987) expriment la viscosit¢ comme une fonction de la température de la

forme:
n=Aexp [Ea/Rx( % )]
Ea : Energie d'activation,
R : Constante des gaz,
A : une constante pré-exponentielle d’ Arrhenius.
T : Température absolue.

Eac et A peuvent €tre obtenus a partir de la représentation de la courbe de In#n = f(1/T).
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On note une corrélation parfaite et négative entre la température et 1’énergie d’activation
d’écoulement (Saidou, 2012). Pour une concentration en polysaccharides donnée, une faible
énergie d’activation d’écoulement indique de faibles interactions intra et interchaines. Les
polysaccharides linéaires sont fortement liés par des liaisons inter ou intrachaines et ont, par
conséquent, une forte énergie d’activation par rapport aux polymeéres ramifiés. En général, la
viscosité des solutions de polysaccharides diminue avec 1’augmentation de la température.
Cette diminution peut étre liée a la transition de la solution d’un équilibre a un autre, a la
dégradation des polysaccharides ou au changement de conformation des polysaccharides en
solution (De Paula et Rodrigues, 1995).

La Figure 46 présente I’effet de la température sur la viscosité d’une solution (5 % (m/v)) de
I’AG de Cereus triangularis. Pour cette solution, les données a la vitesse de cisaillement de

0,15'1, 1s'et 10s” sont respectivement de :
¢:A=5.10"Pa s; Ea= 10,26 kcal/mol; R%= 0,98
: A=2. 10 Pa s; Ea= 8,04 kcal/mol; R*= 0,99
® . A=2.10" Pa s; Ea= 5,56 kcal/mol; R*= 0,99
L’allure linéaire des courbes obtenues en appliquant 1’équation d’Arrhénius-Frenkel-Eyring

(Vinogradov et Melkin, 1980) citée par De Paula et al. (2001) confirme 1’absence de

transition conformationnelle des polysaccharides sous 1’effet de la température (Figure 46).

¢ A=5.10"Pa's; Ea= 10,26 kcal/mol; y = 0,1 s7'; R2 = 0,98
A=2.10 Pa's; Ea= 8,04 kcal/mol; y = 1 s; R = 0,99
W A=2.108 Pas; Ea= 5,56 kcal/mol; y = 10 s°'; R>= 0,99
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Figure 46 : Effet de la température sur la viscosité de solutions de polysaccharides a 5%
(m/v). Les mesures sont réalisées a 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C et 60°C.
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Selon Chen et Chen (2001), la baisse de la viscosité des solutions résulterait de I’élévation de
la température qui augmente les mouvements de dissipation d’énergie des molécules,
entrainant une diminution des interactions intermoléculaires et par conséquent de I’énergie
d’activation d’écoulement (Saidou, 2012). De maniére générale, une valeur plus élevée
d’énergie d’activation (Ea) signifie un changement plus rapide de la viscosité avec la
température. Ainsi, comme observé dans la Figure 46, plus la température est élevée plus la
viscosité de la solution de polysaccharides a 5 % (m/v) diminue. Ces résultats sont conformes
aux données concernant les polysaccharides d’Opuntia ficus-indica mais également a la
majorité¢ des polysaccharides en solution (Crini et al., 2009 ; Medina-Torres, 2000). La
dépendance viscosité/température peut étre décrite par une équation dite d’Arrhenius (n = A
exp [Ea/Rx(1/T)]), comme représentée sur la Figure 46. Par comparaison avec la littérature,
nous observons pour les AGs de C. triangularis, des Ea supérieures a celles décrites pour une
solution de mucilage d’Opuntia ficus-indica a 5% (m/v) (Ea= 1,16 kcal/mol et constante A =

0,063 Pa.s) (Medina-Torres 2000).

3.6.5. Comportement viscoélastique des polysaccharides de Cereus triangularis

Dans le but de compléter cette étude rhéologique, des analyses en mode oscillatoire ont été
réalisées sur des solutions de polysaccharides a 2,5 % et 5 % (m/v) dans I’eau et dans des
solutions salines (KCI1 0,5M et NaCl 0,5M) afin d’étudier leur viscoélasticité. Les mesures en
mode dynamique (ou oscillatoire) permettent d’appliquer des déformations faibles de sorte
que la linéarité entre la contrainte et la déformation soit respectée. Le principe consiste a
soumettre 1’échantillon a une déformation sinusoidale au cours du temps. Les mesures
viscoélastiques dynamiques ont été réalisées en utilisant le rhéometre AR-2000 (TA
Instrument) a géométrie plan/plan. Elles ont permis de caractériser le comportement
viscoélastique des solutions de polysaccharides de C. triangularis a différentes concentrations
(2,5 % et 5 % (m/v)) avec ou sans sels, en mesurant les modules de conservation (ou module
¢lastique) G' (Pa) et de perte (ou module visqueux) G" (Pa). Les courbes de variation des
modules viscoélastiques G’ et G” en fonction de la déformation pour des fréquences angulaire
de 0,1 a 100 rad.s™ (ou de la pulsation) sont présentées en Figure 47. Rappelons que toutes
ces mesures G’ et G” ont été effectuées a 25°C. Comme observé en Figure 47, ces
comportements sont typiques d’un polysaccharide a caractere épaississant. En effet, ils sont
similaires au comportement de la gomme de caroube (Doublier, 1994) pour laquelle Les
valeurs de G’ et G’ augmentent avec la concentration en polysaccharide. Le module élastique

semble réduit, a faible fréquences, en présence des sels (Figure 47. (B et C)). Aux 2

119



Chapitre 3 : Résultats et discussion

concentrations testées, nous pouvons observer des modules qui varient selon la loi de
puissance avec G"> G' mais avec des valeurs proches, ce qui est caractéristique d’un fluide
viscoélastique (fluide visqueux a caractere épaississant) possédant des propriétés de gel faible.
Ce comportement rhéologique suggere donc que le polysaccharide extrait des cladodes de
Cereus triangularis n’est pas un gélifiant mais un agent viscosifiant et épaississant. De
maniére générale, ce comportement rhéologique est similaire avec les résultats obtenus pour
I’ensemble des polysaccharides extraits des cladodes de cactus (Goycoolea et Cardenas

(2003 ; Garcia-Cruz et al., 2013).
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3.7. ETUDE DE LA DEGRADATION ENZYMATIQUE DU POLYSACCHARIDE
EXTRAIT DES CLADODES DE CEREUS TRIANGULARIS

Les prébiotiques sont généralement des oligosaccharides ou des polysaccharides a courtes
chaines. Les plus décrits dans la littérature sont les fructoologosaccharides (FOS), les
galactooligosaccharides (GOS) et les xylooligosaccharides (XOS) (Nadour, 2015). Ces
composés sont peu répandus dans les biomasses végétales ou microbiennes. Il est
généralement nécessaire de dégrader des polysaccharides pour les obtenir. Méme si de
nombreux procédés thermochimiques ont ¢été décrits et ont permis 1’obtention
d’oligosaccharides a partir de polysaccharides végétaux, [’utilisation d’enzymes de
dégradation des polysaccharides telles que les hydrolases et les lyases reste une méthode de
choix pour générer ces oligomeres a partir de biopolymeéres naturels. En effet ces enzymes

sont hautement spécifiques et facilement mises en ceuvre dans des réacteurs.

3.7.1. Choix et validation de I’enzyme

L’AG extrait des cladodes de C. triangularis, un galactane pectique de type f-(1,4)-galactane
(P-PGAPT) et un p-(1,4)-galactane extrait de pomme de terre (P-GALPOT) ont été incubés
avec une endo-f-(1,4)-galactanase (E-EGALN) d’Aspergillus niger. L’ objectif était de valider
la dégradabilité enzymatique de ce polymere par ces enzymes en la comparant a celle obtenue
avec des galactanes commerciaux. La Figure 48 présente la cinétique d’hydrolyse

enzymatique réalisée pendant 8 h sur les différents substrats utilisés.

== Arabinogalactane de C. triangularis
Galactane pectique

g ,  —&—Galactane de pomme de terre

=7

= ]

=6 ] —

o —— ——

55 =

[ .

S 4 —_—]

9

= 3

[%]

[

S 2

3

wv

1

0 I e e L e e

4 6 8

Temps (h)

Figure 48 : Cinétique d’hydrolyse enzymatique de I’AG extrait des cladodes de C.
triangularis, d’un galactane pectique (P-PGAPT) et d’un galactane de pomme de terre
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(P-GALPOT) a une concentration de 10 g/L. dans un tampon acétate de sodium tri-
hydraté (100 mM, pH4) par une endo-f-(1,4)-galactanase (E-EGALN, 130 U)

Les cinétiques de dégradation enzymatique suivies par dosage des extrémités réductrices
montrent clairement que les 3 substrats sont dégradés par I’endogalactanase utilisée. Dans les
conditions testées, la cinétique est terminée au bout de 8 heures d’incubation. A ce moment, la
concentration en sucres réducteurs pour ’essai avec I’AG de C. triangularis était de 4,8 g/L.
Si on tient compte du fait que ce polysaccharide contient 55,4 % de résidus Galp, on peut
considérer que 86 % des liaisons glycosidiques entre ces résidus ont été hydrolysées. Les taux
d’hydrolyse obtenus avec les galactanes modéles plus riches en Galp (P-PGAPT (82 %) et P-
GALPOT (87 %)) sont comparables avec des pourcentages de dégradation a 8 heures compris
entre 69 % (P-GALPOT) et 85 % (P-PGAPT).

L’hydrolyse de I’AG de C. triangularis par une endo-f-(1,4)-galactanase permet de confirmer
les résultats de I’analyse structurale qui avaient conclus a la présence d’une chaine principale
de f-(1,4)-p-galactane. A noter que les résidus galactose ramifiés en position C-3 par des
résidus L-arabinofuranosyles semblent ¢galement étre hydrolysés puisqu’ils représentent 32 %
de I’ensemble des résidus Galp. L’évolution de la distribution des masses moléculaires de
I’AG lors de la dégradation enzymatique a été évaluée par chromatographie d’exclusion

stérique haute performance.

3.7.2. Analyse des hydrolysats enzymatiques par HPLC et HPAEC

3.7.2.1. Evaluation de la masse moléculaire de I’AG au cours de ’hydrolyse

Afin d’étudier I’évolution des masses moléculaires des chaines d’AG au cours de 1’hydrolyse
enzymatique (E-EGALN), des prélévements réguliers issus de la cinétique enzymatique ont
¢té analysés par chromatographie d’exclusion stérique (colonnes Gel 5000PW-XL et Gel
3000 PW-XL) avec une détection réfractométrique. Les différents temps d’élution ont été
comparés avec ceux de dextranes standards de masses moléculaires comprises entre 0,5 et 500
kDa qui ont permis de calibrer les colonnes de chromatographie (Tableau 22 et Figures 49 et
50).

L’analyse des chromatogrammes (Figure 49), notamment pour le polysaccharide natif
(TOmin) montre I’existence de plusieurs familles d’AG dont les tailles ont été estimées entre
4,15x10° et 3,21 kDa (Tableau 22). Cette hétérogénéité non détectée lors des analyses
réalisées en SEC MALLS ne remet pas en cause la purification du polysaccharide. En effet,
les deux familles de plus hautes masses molaires sont dégradées lors de la cinétique

enzymatique.
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Ve ==

Figure 49 : Suivi cinétique de I’hydrolyse enzymatique de ’AG (10g/L) de C. triangularis
par chromatographie d’exclusion stérique haute performance sur colonnes Gel

S000PW-XL et Gel 3000 PW-XL

Tableau 22 : Estimation des masses moléculaires des hydrolysats par chromatographie
d’exclusion stérique haute performance sur colonnes Gel S000PW-XL et Gel 3000 PW-

XL)

Temps d'hydrolyse (min)

Masse moléculaire (Da)

0
0+E
5

10
30

60
120
240
360
480

4,15%10°
4,04x10°
3,90x10°
3,90x10°
3,37x10°
3,44x10°
1,48x10°
1,40x10°
1,38x10°
1,38x10°

3,03x10°
1,59x10°
1,60x10°
1x10°
1,55x10°
1,49x10°
7,79x10*
1,26x10*
1,30x10*
1,30x10*

5,04x10°
8,27x10*
8,78x10"
7,37x10*
8,84x10*
8,84x10*
1,28x10*
3,07x10°
3,11x10°
3,11x10°

3,21x10°
3,15%x10°
1,30x10*
1,33x10*
1,26x10*
1,28x10*
3,05x10°
0,00
0,00
0,00

0+E : Début de dégradation enzymatique a t=0 min (substrat en contact avec I’enzyme (E))

L’analyse des chromatogrammes (Figure 49) aux temps tardifs d’incubation (a partir de 240

minutes) montre que la dégradation complete du polymeére n’est pas atteinte et que 1’enzyme
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génere la formation de polysaccharides de faible masse moléculaire et d’oligosaccharides de
masse moléculaire moyenne de 1’ordre de 3,11x10° Da (Tableau 22). La Figure 50 résume
I’évolution des masses moléculaires des différentes familles constitutives de
I’arabinogalactane de C. triangularis lors de son hydrolyse enzymatique par I’endo-f-(1,4)-

galactanase (E-EGALN) pendant 8h.
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Figure 50 : Evolution des masses moléculaires des différentes familles constitutives de
I’AG de C. triangularis lors de son hydrolyse enzymatique par E-EGALN. Avec 0+E :
début de la dégradation enzymatique a t=0 min (substrat en contact avec I’enzyme (E))

3.7.2.2. Suivi de la dégradation enzymatique de ’AG de C. triangularis et d’un galactane
pectique par HPAEC

Afin d’obtenir des informations plus précises sur les degrés des polymérisation (DP) des
oligosaccharides issus de la dégradation enzymatique de I’AG de C. triangularis par 1’endo-$-
(1,4)-galactanase (E-EGALN), une analyse par chromatographie ¢échangeuse d’anions haute
performance (HPAEC) a été réalisée. Le galactose et le 4--Galactobiose (disaccharide : S-D-
Gal-(1,4)-D-Gal) ont été utilisés pour calibrer une colonne de type PA 200 en termes de DPs
et ’évolution de ces deux sucres a été suivie tout au long de I’hydrolyse. Les résultats
présentés dans le Tableau 23 confirment sans ambigiiité I’hydrolyse de 1’arabinogalactane de

C. Triangularis avec apparition de galactose et de 4-/-Galactobiose.
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Tableau 23 : Quantification du galactose et du 4-f-Galactobiose au cours de I’hydrolyse
enzymatique de I’arabinogalactane de C. triangularis par I’endo-f-(1,4)-galactanase (E-
EGALN)

Temps Produits identifiés Concentrations (g/L)
TO min Galactose 0,011
4-p-Galactobiose -
T5 min Galactose 0,078
4-f-Galactobiose -
T10 min Galactose 0,146
4-p-Galactobiose 0,337
T30 min Galactose 0,337
4-p-Galactobiose 0,561
Tl h Galactose 0,654
4-p-Galactobiose 0,886
T2 h Galactose 1,010
4-p-Galactobiose 1,095
T4 h Galactose 1,040
4-p-Galactobiose 0,959
T6 h Galactose 0,787
4-f-Galactobiose 0,720
T8 h Galactose 0,940
4-p-Galactobiose 0,940

Les chromatogrammes correspondants aux différents temps d’hydrolyse sont donnés par la
Figure 51. Les résultats révelent une hydrolyse rapide conduisant a une distribution en degrés
de polymérisation estimée entre 2 et 15 pour des temps de dégradation courts (entre 5 a 10
minutes) puis a une dégradation totale des oligosaccharides produits pour des temps
d’incubation supérieurs a 1 heure. A noter que les concentrations obtenues en galactose et 4-
[-Galactobiose confirment une hydrolyse non totale du polysaccharide dont la concentration

de départ était de 10 g/L.
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Figure 51 : Chromatogrammes des hydrolyses enzymatiques de I’arabinogalactane de
Cereus triangularis (10g/L) obtenus par chromatographie échangeuse d’anions haute
performance (HPAEC) sur colonne Carbopac PA200. Avec Gal : Galactose et Gal Biose :

4-fF-Galactobiose

Notons que des résultats sensiblement identiques ont été obtenus lors des cinétiques
d’hydrolyse du galactane pectique modele (P-PGAPT) a 10 g/L en présence de I’endo-f-(1,4)-
galactanase (E-EGALN). En effet, comme observé en Figure 52, les profils
chromatographiques sont comparables aux résultats obtenus lors de I’hydrolyse enzymatique

de I’arabinogalactane issus des cladodes de C. triangularis (Figure 51).
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Figure 52 : Chromatogrammes des hydrolyses enzymatiques du galactane pectique
commercial P-PGAPT (10g/L) obtenus par chromatographie échangeuse d’anions haute
performance (HPAEC) sur colonne Carbopac PA200. Avec Gal : Galactose et Gal Biose :
4-f-Galactobiose

3.8. ACTIVITES BIOLOGIQUES DE L’ARABINOGALACTANE DE CEREUS
TRIANGULARIS

3.8.1. Tests de digestibilité

Un des critéres définissant un prébiotique est sa résistance, souvent qualifiée de non-
digestibilité, au suc gastrique. De ce fait, cette caractéristique lui permet d’atteindre le gros
intestin ou il exerce ses effets bénéfiques. L’AG de C. triangularis et des prébiotiques
commerciaux (FOS et inuline) ont ét¢ soumis a une hydrolyse par un suc gastrique artificiel

afin de comparer leur résistance a la dégradation dans cet environnement. Le pourcentage de
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digestibilité a été calculé en se basant sur le contenu en sucres réducteurs libérés et le contenu
en sucre totaux de 1’échantillon (Tableau 24).

Tableau 24 : Digestibilité des sucres testés (Inuline, FOS, AG de Cereus triangularis)
exprimée en pourcentage d’hydrolyse

Echantillons

Temps

testés (h) pH
1 2 3 4 5
0,5 31,22+0,057 13,36+0,004 3,92+0,0007 5,42+0,009  2,43+0,014
1 51,48+0,016  20,24+0,037 6,590,112  7,43+£0,000  3,75%0,004
FOS 2 73,92+0,007 26,560,005 10,66+0,116 7,950,002  4,93+0,0007
3 79,4240,014  35,12+0,041 11,480,010 8,32+0,000  6,11+0,010
4 82,24+0,019 41,610,014  13,55+£0,002 9,88+0,009  6,92+0,0028
5 91,820,098 46,160,026 14,81+0,008 11,003+0,00 7,57+0,0014
6 99,51£0,019 51,240,000  15,33+0,004 14,34+0,023 9,64+0,0063
0,5 9,274£0,0140  9,30+0,070  1,35+0,0007 1,49+0,0007 1,23%0,00
1 23,91+0,016 ~ 20,29+0,15  1,50+0,0001 1,52+0,0007 1,41+0,0002
2 52,17£0,013  37,38+0,30  2,06+0,0001 1,62+0,000  1,47+0,0004
INULINE 3 75,26£0,016 51,240,400  2,25+0,0008 1,65+0,0002 1,51%0,0005
4 87,76£0,006  60,29+0,46  2,93+0,0002 1,73+£0,0004 1,55%0,001
5 93,43+£0,026  66,10£0,50  3,90+0,0014 1,99+0,001  1,56%0,002
6 100+0,0440 73,23£0,56  4,26+0,0007 2,035+0,001 1,74%0,0007
0,5 2,85+£0,0007  2,86%0,0002 2,54+0,000  2,92+0,0007 2,20+0,0007
1 2,91£0,0005  3,01£0,0004 2,60+0,0002 3,02+0,0005 2,34+0,0007
2 2,97£0,0004  3,06+0,0005 2,81+0,0007 3,15+0,0004 2,50+0,001
AG 3 3,09+£0,0003  3,23+0,0007 2,93%+0,0009 3,31+0,0003 2,63%0,0003
4 3,3440,0004  3,28+0,0005 3,00+0,0005 3,63+0,0004 3,23%0,0007
5 3,41+0,0001 3,40+0,0007 3,820,005  3,68+0,0001 3,47+0,000
6 4,08£0,0012  3,58+0,0001 3,98+0038 3,94+0,0012  3,63%0,0004

Une différence significative de digestibilité est retrouvée en fonction du pH et du temps.
Logiquement, les résultats montrent que le taux d’hydrolyse augmente avec la diminution du
pH du suc gastrique artificiel qui favorise le phénomeéne d’hydrolyse. Les pourcentages
maximaux de digestibilit¢ de I’AG de C. triangularis (4,08%), des fructooligosaccharides
(FOS) (99,51 %) et de I’inuline (100%) sont identifiés pour 6h d’hydrolyse a pH 1.

Les aliments sont généralement libérés de I’estomac humain, ou le pH est d’environ 2-3, apres
2h (Wang, 2003; Wichienchot et al., 2010). Il est donc possible de conclure que I’AG répond

au premier criteére, de non digestibilité définissant un prébiotique.
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Les cinétiques d’hydrolyse de I’AG de Cereus triangularis, des FOS et de 1’inuline par un suc

gastrique artificiel sont présentées dans la Figure 53.
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Figure 53 : Etude de la digestibilité a 37°C de pH 1 a 5 pour (A) les FOS, (B) ’inuline et
(CO)PAG de C. triangularis
3.8.2. Tests prébiotiques

Dans le but d’évaluer I'utilisation des arabinogalactanes de Cereus triangularis et de ses
dérivés oligosaccharidiques comme sources de carbone par la souche probiotique L.
rhamnosus, les cinétiques de croissance ont été réalisées (avec une concentration en AG et
oligosaccharides de 2%) et comparées a des cultures témoins sur milieux MRS supplémentés
ou non avec de la vitamine C (2%), du glucose (2%), ou des prébiotiques commerciaux (2%)
tels que les FOS et I’inuline. Le suivi de croissance de Lactobacillus rhamnosus se fait par
mesure de la densité optique a 600 nm par un lecteur de microplaques de type bioscreen
(PerklinElmer).

La Figure 54 présente les courbes de croissance de Lactobacillus rhamnosus sur milieu MRS
en présence des substrats: le glucose (témoins de croissance), I’inuline et les FOS
(prébiotiques commerciaux), I’arabinogalactane de Cereus triangularis et les oligosaccharides
issus d’une hydrolyse enzymatique de I’AG par une endo-f-(1,4)-galactanase. Notons que
dans cette ¢tude, nous avons choisi la fraction oligosaccharidique issue d’une hydrolyse de 5
minutes afin de générer peu de galactose et d’avoir une distribution en degrés de
polymérisation estimée entre 2 et 15 (cf. Figure 58 et Tableau 23). Par ailleurs, cette fraction
a été préalablement dessalée par dialyse (membrane de 1kDa) afin d’éliminer les sels présents

dans le tampon d’hydrolyse.
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Figure 54: Courbe de croissance de Lactobacillus rhamnosus sur milieu MRS
supplémenté ou non par de la vitamine C (2%), du glucose (2% m/v), de I’inuline (2%
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m/v), des FOS (2% m/v), de ’AG de Cereus triangularis (PolyS, 2% m/v) et, de
I’oligosaccharide issu d’hydrolyse enzymatique de I’AG de Cereus triangularis (OligoS,
2% m/v)

Par comparaison avec le témoin négatif (milieu MRS sans substrat), on remarque que la

croissance de Lactobacillus rhamnosus est stimulée en présence des substrats carbonés
(glucose, FOS et inuline). En effet, la croissance de la souche est plus élevée en présence
d’une source de carbone que dans le cas du témoin négatif ou nous observons une faible
croissance bactérienne aprés plus de 24 h d’incubation. Dans tous les milieux de culture en
présence des sources carbonées (glucose, inuline et FOS) la souche probiotique Lactobacillus
rhamnosus atteint la phase stationnaire aux alentours des 500 min d'incubation. Notons qu’en
présence de glucose la croissance de la souche probiotique est supérieure aux autres
conditions de substrats carbonés (FOS et inuline). Par ailleurs, bien que I’effet observé sur la
croissance du probiotique soit inférieur a celui produit par le glucose, I’amélioration de la
croissance de Lactobacillus rhamnosus constatée en présence de I’inuline et des FOS est
considérée comme significative et traduit bien un caractére prébiotique. En effet, un caractére
prébiotique est attribué a une substance testée dés lors que celle-ci engendre un accroissement
de croissance de probiotiques de I’ordre de 0,1 en absorbance (densité optique) apres 16 h de
culture (Genesite, 2006 ; Saad et al., 2013 ; Donkor et al., 2007; Olivera, 2011). De plus,
méme si la croissance de la souche en présence du glucose (témoin de croissance) est
importante, le glucose ne peut étre considéré comme un prébiotique du fait de son absorption
précoce au niveau intestinal (Genesite, 2006 ; Saad et al., 2013).

A ce stade de I’étude nous avons donc validé nos témoins prébiotiques commerciaux (Inuline
et FOS) et notre souche probiotique modéle (Lactobacillus rhamnosus). Dés lors, le potentiel
prébiotique de I’AG de Cereus triangularis et de son dérivé oligosaccharidique (OligoS) peut
étre comparé avec les croissances des prébiotiques commerciaux (inuline et FOS). Ainsi,
comme observé sur la Figure 54, la souche de L. rhamnosus testée montrent une croissance
importante dans les milieux de culture MRS supplémentés avec les fractions AG (PolyS) et
oligosaccharides d’AG (OligoS). Ces résultats ont démontré la capacité de ces fractions
(PolyS et OligoS) a étre métabolisées par les lactobacilles, témoignant de leur potentiel
prébiotique. La souche utilisée dans cette ¢étude métabolise plus rapidement les
polysaccharides que les oligosaccharides. Des comportements similaires ont €té signalés
précédemment en utilisant FOS et inuline comme sources de carbone pour certaines especes
de bifidobactéries (Vernazza et al., 2006). Cependant, un certain nombre d’autres études sur
les polysaccharides ont rapporté que des oligosaccharides de faible masse moléculaire ou des

oligosaccharides hydrolysés ont une meilleure persistance dans le c6lon ce qui augmente leur
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fermentabilité par les communautés microbiennes intestinales (Ramnani et al., 2012). Nos
résultats sont comparables a ceux décrit par Gavlighi et al. (2013). En effet, ces auteurs ont
démontré que des arabinogalactanes issus des gommes végétales ainsi que leurs
oligosaccharides obtenus par dépolymerisation enzymatique présentaient des propriétés
prébiotiques. 1l a particulierement ét¢ démontré que les AG de faibles masses moléculaires
augmentaient significativement la croissance de souches probiotiques. De plus, certaines de
ces fractions oligosaccharidiques ont montré un effet inhibiteur sur la croissance de
pathogenes tels que Clostridium perfringens.

Nos résultats mettent donc en avant 1’utilisation potentielle des AG de Cereus triangularis
ainsi que leurs dérivés oligosaccharidiques dans le domaine alimentaire en apportant de

nouvelles sources de composés naturels aux propriétés prébiotiques.

3.8.3. Tests antimicrobiens

Des tests antimicrobiens ont été réalisés a 1’aide de disques imbibés d’une solution a 20
mg/mL de I’AG de C. triangularis déposés sur des cultures en milieux solides de
microorganismes pathogenes (Streptococcus thermophylus, Pseudomonas aeruginosa,
Shigella dysenteriae, Vibrio cholerae et Candida albicans). Deux raisons justifient le choix
des germes utilisés durant cette étude. La premiére est liée au fait que ces germes ont été
isolés localement sur des patients puis conservés au Laboratoire de Microbiologie de
I’Universit¢ d’Anthénée Saint Joseph Antsirabe (ASJA) a Madagascar. Par ailleurs, ces
microorganismes sont responsables de trés nombreuses pathologies telles que la candidose
(Achkar et al., 2010) ou des infections d’origine alimentaire. Aprés 24 heures d’incubation
I’extrait apparait actif sur les 5 germes testés.

Cette activité est mise en évidence par la présence d’une zone d’inhibition autour des disques
imbibés d’extrait et pour laquelle il est possible de mesurer un diamétre d’inhibition (Tableau

25 et Figure 55).

Tableau 25 : Diamétres d’inhibition (mm) des souches testées sur milieux solides en
présence d’un disque imbibé d’une solution d’AG de C. triangularis 4 20 mg/mL

Bactéries a Gram + Bactéries a Gram - Levure
S.aureus  S. thermophylus ~ P.aeuriginosa  E. coli ~ S.typhimurium  S. dysenteriae V. cholerae C. albicans
6 12 8 6 6 12 13 12
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L’extrait d’AG s’est révélé particulierement actif sur Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae,

Streptococcus thermophylus et Candida albicans.

‘ Vibrio cholerae

)

Shigella dysenteriae

‘ Escherichia coli
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Pseudomonas aeuriginosa ‘ ‘ Streptococcus thermophylus

Salmonella typhimurium ‘ ‘ Staphylococcus aureus ‘

Figure 55 : Inhibition de la croissance de microorganismes pathogénes par une solution
a 20 mg/mL d’un AG extrait de Cereus triangularis

Nous avons montré dans cette ¢tude que ’AG de Cereus triangularis a des activités
inhibitrices sur la croissance de microorganismes pathogénes comme Shigella dysenteriae et
Vibrio cholerae. Ce type d’inhibition a déja été détecté sur les mémes microorganismes avec
des polysaccharides végétaux tels que ceux issus d’Astragalus gombo pour des concentrations

de 1 mg/mL (Hadjer, 2014).

3.8.4. Etude des propriétés antioxydantes des polysaccharides des cladodes de Cereus
triangularis

Durant un stress oxydatif au sein d’un organisme, il y a génération de nombreuses especes
réactives de l'oxygeéne (ROS) telles que les radicaux hydroxyles et anions superoxydes qui
vont endommager les tissus en réagissant avec les macromolécules biologiques telles que les
lipides, les protéines et les acides nucléiques (Halliwell et Auroma, 1991 ; Cuzzocrea et al.,
2001). De ce fait, des molécules antioxydantes (AQO) sont généralement utilisées pour lutter
contre les dommages liés aux phénomenes oxydatifs en régulant la quantité de ROS générés
au niveau cellulaire. Leur réle dans les préparations industrielles alimentaires est plus de
protéger I’aliment de phénomeénes oxydatifs néfastes (rancissement, altération de la
couleur,....) que d’apporter une protection contre les oxydations cellulaires chez le
consommateur. Afin de substituer les AO de synthése couramment utilisés comme le
butylhydroxytoluéne (BHT), le tert-butylhydroquinone (TBHQ), le propyl gallate (PG) ou le
butylhydroxyanisole (BHA) (Qi et al., 2005), 'utilisation d’antioxydant naturels issus du
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monde végétal a été de plus en plus privilégiée ces dernieres années (Dimitrios, 2006). Parmi
eux, les polysaccharides et plus particuliérement les AG ont été décrits pour leur pouvoir
antioxydant (Hu et al., 2016 ; Ghosh et al., 2015 ; Chatterjee et al., 2014 ; Liu et al., 2013;
Zhang et al., 2013 ; Nosalova et al., 2013 ; Baggio et al., 2012 ; Ali et Al Moundhri 2006 ;
Hinson et al., 2004 ; Trommer et Neubert, 2005).

Dans ce contexte, les propriétés antioxydantes de I’AG extrait des cladode de C. triangularis

ont été étudiées afin d’estimer son potentiel comme antioxydant naturel.

3.8.4.1. Activité anti-radical DPPH

Le pouvoir antioxydant de I’AG extrait des cladodes de C. triangularis a été évalué par le
dosage de I’activité anti-radical DPPH (Figure 56). Le test anti-radical DPPH est sans
conteste la principale méthode utilisée pour évaluer le pouvoir de réduction des radicaux
libres par des molécules antioxydantes (Delattre ef al, 2014; Elboutachfaiti ef al., 2011).
Comme observé sur la Figure 56, pour chaque concentration testée, I’AG extrait des cladodes
de C. triangularis présente une activité antioxydante vis a vis des radicaux DPPH. Cependant,
il est a noter que pour toutes les concentrations testées (de 0,01 a 8 g/L), ces activités anti-
radicalaires sont toujours inférieures a celles des solutions d'acide ascorbique (antioxydant
naturel standard). Pour des concentrations plus élevées en AG (de I'ordre de 10 g/L) une
activité anti-radical DPPH similaire a celle de 1’acide ascorbique est observée. A partir de ces
mesures, une CES0 (concentration efficace médiane) de 3,5 g/L a été estimée pour I’AG des

cladodes de C. triangularis.
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Figure 56 : Activités anti-radicalaires (radical DPPH) de I’AG extrait des cladodes de

Cereus triangularis (-O-) et de D’acide ascorbique (-0-) utilisé comme anti-oxydant
standard

Cette valeur est supérieure a celles d’autres polysaccharides antioxydants décrits tels que les
polysaccharides d’Allanblackia floribunda possédant une CE50 de 0,003 g/L ou encore les
polysaccharides de Chromolaena odorata possédant une CE50 d’environ 0,004 g/L
(Boudjeko, 2015). Toutefois notons que pour un grand nombre de polysaccharides décrits
comme antioxydants efficaces (CE50<0,1g/L) la présence de contaminants phénoliques
(composés phénoliques antioxydants) vient fausser I’estimation de leurs capacités
antioxydantes intrins€éques entrainant ainsi des surestimations concernant les valeurs de CE50
(Hu et al., 2016). En régle générale, les propriétés anti-radical DPPH des antioxydants
naturels tels que les polysaccharides peuvent étre corrélées a leur capacit¢ de donneur

d'hydrogéne (Hu et al., 2016 ; Delattre et al., 2015).

3.8.4.2. Activité anti-radical hydroxyle

Le pouvoir antioxydant de I’AG extrait des cladodes de C. triangularis a ét¢ évalué par le
dosage de I’activité anti-radical hydroxyle (Figure 57).

La Figure 64 montre sans ambigiiité que 1’activité anti radicalaire de cet AG de vis-a-vis des
radicaux hydroxyles est concentration dépendante mais toujours en deca de ce qui est observé

avec I’acide ascorbique a concentration équivalente.
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Figure 57 : Activités anti-radicalaires (radical hydroxyle) de I’arabinogalactane extrait
des cladodes de Cereus triangularis (-O-) et de ’acide ascorbique (-0-) utilisé comme
antioxydant standard
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Pour de faibles concentrations (0,01 a 2 g/L), 'effet anti-radicalaire de I’AG passe de 5 a 40%
contre environ 90% dans le cas de I’acide ascorbique. Pour une concentration plus élevée de
polysaccharides, (> 6 g/L), la capacité anti-radicalaire est estimée aux alentours de 60-65 %.
A partir de ces résultats, une CE50 de 3,2 g/L a été estimée.

Cette CES0 est globalement plus ¢élevée que celles observées pour les polysaccharides extraits
des cactus comme par exemple ceux issus de cladodes et fruits de Opuntia ficus-indica ou les
valeurs de CE50 sont estimées entre 0,4 et 0,6 g/L en utilisant le méme protocole de dosage
(Zhong et al, 2010). Encore une fois, rappelons que la présence possible de composés
phénoliques antioxydants décrits dans certaines plantes fausse I’estimation des CE50 de la
majorité des polysaccharides végétaux. De maniére générale, les résultats obtenus dans notre
¢tude restent cependant comparables avec ceux issus de la littérature pour d’autres
polysaccharides végétaux antioxydants possédant un effet anti-radical hydroxyle (Yuan et al.,

2005 ; Hu et al., 2016).

3.8.4.3. Activité anti-radical anion superoxyde

Un radical anion superoxyde peut étre produit par des procédés biologiques in vivo conduisant
a la formation de peroxyde d’hydrogéne (H,O;) par des réactions de dismutation
(Elboutachfaiti et al., 2011). La découverte du radical superoxyde en milieu cellulaire est
étroitement liée a la description de la superoxyde dismutase (SOD). Cette métalloprotéine a
¢été initialement décrite et extraite des érythrocytes de bovins par Mann et Keilin en 1939. Puis
en 1969, McCord et Fridovich ont pu établir le mécanisme de son activité enzymatique qui
catalyse 1’obtention de peroxyde d’hydrogéne a partir de la dismutation du radical superoxyde

(Figure 58).

20, +2H — O, + H,O,

Figure 58 : Réaction de dismutation du radical superoxyde catalysée par la SOD

Lors d'un stress oxydatif, les radicaux anions superoxydes (O,*) sont connus pour étre des
précurseurs des ROS nocifs pour les composés cellulaires. En effet, les radicaux O, sont des
précurseurs de la synthése de 1’oxygeéne singulet et du radical hydroxyle responsables des
réactions de peroxydation des lipides (Halliwell et Auroma, 1991). Par analyse in vitro en
utilisant le procédé d'auto-oxydation de pyrogallol pour produire les radicaux O,* (Wang et

Luo, 2007), il est possible de vérifier I’effet anti-radical anion superoxydes de molécules
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naturelles telles que les polysaccharides. Dans ce contexte, l'effet anti-radical O, des AG de
C. triangularis a été testé (Figure 59).

Comme observé pour les autres activités anti-radicalaires (anti-radicaux hydroxyles et anions
superoxyde), cet effet anti-radicalaire augmente avec la concentration en polysaccharide.
Quelles que soient les concentrations en polysaccharide les activités anti-radicalaires sont

toujours inférieures a celles observées pour 1’acide ascorbique.
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Figure 59 : Activités anti-radicalaires (radical anion superoxyde) de I’arabinogalactane
extrait des cladodes de Cereus triangularis (-O-) et de I’acide ascorbique (-0-) utilisé
comme antioxydant standard

A la concentration de 0,5 g/L, I’activité anti-radicalaire de I’AG est estimée a 9% contre 93%
pour l'acide ascorbique. Dans le cas d’une forte concentration (10 g/L), I’AG a une activité
anti-radicalaire vis-a-vis de I’anion superoxyde de 30% contre 93% pour l'acide ascorbique.
Par conséquent, 1'effet anti-radicalaire est inférieur a 50 % comparé a I’acide ascorbique pour
toutes les concentrations testées.

Par comparaison avec d'autres polysaccharides extraits de cactus, I’AG des cladodes de C.
triangularis est un moins bon anti-radical anion superoxyde que les polysaccharides extraits

d’Opuntia ficus-indica ou une CE50 d'environ 0,7 g/L a été estimée (Zhong et al., 2010).

3.8.4.4. Pouvoir réducteur

De maniére générale, dans le but d’évaluer le pouvoir antioxydant de composés naturels tels
que les polysaccharides, des mesures de pouvoir réducteur sont réalisées (Dorman et al.,
2003). Selon le mode opératoire décrit par Yuan et al. (2005), une molécule antioxydante

permet la réduction de l'ion Fe'" (issu du ferricyanide de potassium) en ion Fe®'. Par
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conséquent, en ajoutant du FeCls, un complexe de couleur bleue spécifique est produit. Ainsi,
le pouvoir réducteur du composé naturel peut étre estimé¢ en mesurant la formation du
complexe a 700 nm. Dans cette étude, nous avons utilisé¢ cette méthode pour évaluer le
pouvoir réducteur de I’AG extrait des cladodes de Cereus triangularis (Figure 60).
L’absorbance a 700 nm de la solution d’AG augmente de fagon proportionnelle a sa
concentration. Cependant, en comparaison avec l'acide ascorbique (utilis¢ comme témoin), le

pouvoir réducteur de ce polysaccharide est trés faible. En effet, méme a concentration élevée

(10 g/L), nous observons une absorbance 0,05 pour I’AG contre 0,39 pour 'acide ascorbique.

0.5

Absorbance (700 nm)

Concentration (g/L)

Figure 60 : Pouvoir réducteur de I’AG extrait des cladodes de Cereus triangularis (-O-)
et de I’acide ascorbique (-0-) utilisé comme antioxydant standard
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Conclusions et perspectives

Ce travail de these a été conduit en cotutelle entre le Laboratoire des Substances Naturelles de
la Facult¢ des Sciences de 1’Université d’Antsiranana (Madagascar) et ’axe Génie des
Procédés Energétique et Biosystémes de 1’Institut Pascal (UMR CNRS 6602) de I’Université
Blaise Pascal (France). Son objectif était d’extraire et de caractériser les polysaccharides des
cladodes d’un cactus, Cereus triangularis, collect¢ dans la région nord de Madagascar et

couramment utilisé sous la forme de décoctions dans la pharmacopée malgache.

Apres une premicre étape de recherche bibliographique, les hydrocolloides présents dans les
cladodes de ce cactus ont été extraits de facon séquentielle avec un rendement de 24,6 %
(m/m). La caractérisation structurale de la macromolécule extraite a été réalisée par dosages
colorimétriques, chromatographie ionique, chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse et spectroscopie RMN 'H et *C ; nous permettant d’identifier un
arabinogalactane (AG) de type 1. Ce polysaccharide est constitué¢ d’une chaine principale de
galactane de type £-(1,4)-D-Galp substituée en position 3 par des groupements T-o-L-Araf~(1,
ou des chaines latérales d’arabinanes de type T-a~L-Araf-(1,[,5)-a~L-Araf~(1,]n,5)- o~ L-Araf-
(1,.

La caractérisation de ce biopolymére en régime dilué par chromatographie d’exclusion
stérique haute performance couplée a la diffusion de la lumicre et a la refractométrie
différentielle a permis d’identifier sa masse moléculaire comme étant comprise entre 1 270 et

8 430 kDa et sa viscosité intrinseque (viscosimétrie en ligne) a 455 £15 mL/g.

Des analyses rhéologiques conduites en milieu semi dilué¢ ont permis de mettre en évidence
que I’arabinogalactane de Cereus triangularis présente un comportement rhéofluidifiant non
affecté par la présence de sels (KCl ou NaCl). L’absence de transition conformationnelle des
polysaccharides sous 1’effet de la température a pu étre corrélée avec de faibles interactions
intra et interchaines. Des analyses en mode oscillatoire ont complété cette caractérisation en
concluant & un comportement rhéologique typique d’un fluide viscoélastique ayant des
propriétés de gel faible. 11 est donc possible d’associer cet arabinogalactane de type [ (AG-I) a

un épaississant au mé€me titre que certaines gommes naturelles telles que le guar et la caroube.

Au vue de I’utilisation importante et toujours d’actualité de décoctions aqueuses de cladodes
de Cereus triangularis dans la médecine traditionnelle malgache pour soulager certains
désordres digestifs, des investigations ont été entreprises afin d’identifier certaines activités
biologiques associées a cet arabinogalactane de type 1. En effet, outre 1’effet de « pansement

gastrique » probablement associ¢ a la consommation de cet épaississant de trés haute masse
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molaire, de nombreux polysaccharides se révelent étre d’excellents antioxydants et/ou

prébiotiques capables d’améliorer significativement I’équilibre intestinal du consommateur.

Des tests de digestibilité¢ réalisés dans un jus gastrique artificiel a différents pH et pour
différentes concentrations en polysaccharides ont clairement mis en évidence la résistance de
I’arabinogalactane de Cereus triangularis aux pHs acides tels que ceux rencontrés dans
I’estomac humain. Cette caractéristique, propre aux fibres alimentaires, est indispensable pour
assurer leur intégrité jusqu’a I’arrivée dans I’intestin gréle ou elles peuvent étre fermentées
par le microbiote intestinal. Dans le cadre de cette étude, une souche de Lactobacillus
rhamnosus référencée a ¢été choisie comme bactérie probiotique modele afin d’étudier la
fermentescibilité des oligo- et polysaccharides de Cereus triangularis et de les comparer avec
des prébiotiques commerciaux tels que I’inuline et les fructooligosaccharides (FOS). Les
résultats obtenus ont montr¢ tres clairement que 1’utilisation d’oligo- ou de polysaccharides de
cladodes de Cereus triangularis permet la croissance de Lactobacillus rhamnosus qui les
utilise comme source de carbone en conditions anaérobies, au méme titre que les FOS ou
I’inuline. Ce résultat justifie ainsi 1’utilisation de cette plante dans le traitement traditionnel de
troubles digestifs. Il s’agit 1a d’un résultat encourageant qui devra étre exploré sur d’autres

souches probiotiques in vitro et sur des modeles animaux.

Concernant les activités antioxydantes de 1’arabinogalactane de Cereux triangularis, méme si
des activités anti-radicalaires ont clairement été identifiées notamment contre le DPPH,
celles-ci se sont révélées assez faibles contre les radicaux superoxydes et hydroxyles méme a

des fortes concentrations de polysaccharides.

Ces travaux ont donc conduit aux caractérisations structurale et physico-chimique d’un
arabinogalactane de type I de cladodes de Cereus triangularis. Les rendements d’extraction
importants associés a la facilité de culture de ce cactus encore peu exploitée et bien adaptée au
climat du nord de Madagascar en font un bon candidat pour la production d’épaississants mais
¢galement de fibres alimentaires aux propriétés nutraceutiques. Les stratégies de dégradation
enzymatique testées sont prometteuses et les produits obtenus pourront rapidement faire

I’objet de nouveaux tests prébiotiques.
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ANNEXES

ANNEXE 1

Milieu gélose pour le dénombrement (PCA, BK144HA, BIOKAR diagnostics)

Tryptone 5,0 g/L
Extrait autolytique de levure 2,5 g/l
Glucose 1,0 g/L
Agar agar bactériologique 12 g/L

(le pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C doit étre de 7,0 = 0,2)

Gélose pente ISP2 (International Streptomyces project)

Extrait de levure 4,0 g/L
Extrait de malt 10 g/L
Glucose 4,0 g/lL
NaCl 20 g/L
Agar 20 g/L
Milieu MRS
Peptone animale (Fluka) 10 g/L
Extrait de viande 8 g/L
Extrait de levure 4,0 g/l
K;HPO4 2g/L
CH;COONa, 3H,0 5¢g/L
Citrate de triammonium 2 ¢g/LL
MgS0O., 7TH,O 0,2 g/L
MnSO4, H,O 0,05 g/L
TWEENS0 1 mL

Milieu pour la revivification des souches a tester (Bouillon nutritif)

Peptone 15 g/L
Extrait de levure 5,0 g/L
NaCl 15 g/L

(le pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C doit étre de 7,4 + 0,2)
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ANNEXE 2 : Publication dans une revue a comité de lecture

Petera B., Delattre C., Pierre G., Wadouachi A., Elboutachfaiti R., Engel E., Poughon L.,
Michaud P., Fenoradosoa A.T. (2015). Characterization of arabinogalactan-rich mucilage
from Cereus triangularis cladodes. Carbohydrate Polymers, 127: 372-380. (IF : 4,219)
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Cerrus rionguiorts (Cactaceae) is a caches used in food decoction as a traditional medicine in the Month
regian of Madagascar to reduce stomach adhe and imtestinal dissases. Hydrocolloids were sequentizlly
extracted from its dadades with a yield of 24X (240 mgl g based on dried dadodes powder). Structural
analyses has revealed that this polysaccharides with 2 malenular mass of BAZ0000 gf mal was mainly
oompossd of a galartan backbone of a (1 — 4] linked 8-p-Galp residues probably substibuted at posi-
tion 3 by L-arabinofuranocsy] residues. In wiro antioxidamt activity of this arabinogalactan-rich fraction
was detected and quamtified by radical DPPH scavenging, edronyl radical scavenging, rmadical anion
superonide scavenging and reducing power method.

© 2015 Elsevier Lid All rights reserved.

1. Introduction

Fanctionzl components such 2s dietary Nber, natural coborants,
mineTals and antioxXidants are some of the nutrients reguired o
be included in the daily diet. Several plant species such as cactus
could constitute 3 promising source of these CoMponents | 536z,
2002). It was well-established that Cactacese family is used for
human diet in various countries, doe o their highly notritive ben-
efits {Sienz, 2002). More the compounds obtained from the fruits
and cladodes af these |:||3II|3 cantaina |3]'EE‘ amount of il'lg'.I'EI:liE‘]'lH.
particularly fiores and anticxidants incleding ascorbic acid, too-
pherois, carotenoids, phenalic aGds and polysaccharides (Znong,
[im, Lz, Lin, & Jiang, 2010: Panico et al, 2005}, Generally speaking,
cactus 'P13FI[ oould serve a5 sources of fruits and 'H'ES'EE.E"E‘S, medic-
inal and cosmetic, forages and natoral colors in arkd and semi-anid
lands unfaworabde for other crops (Yahia, Ormedas, & Anaya, 2009).

* Domespond ing Juther ab: Université Clermaont Auvergne, Liniversibé Baiss Fas-
cal, Institwt Pascal BF 104488, F-3000 Clermont -Fermand, Franoe,
TEL: 33 473 4074 13 Goc +33 473 407E F.
E-mod! addresr; Cedrec delire@ony -pciermonid [ C Delatire]l

hitpcde dod.org! 10, 1016/ j.carbpal 201 5.04.000
O1-44-BETT 0 2015 Elsevier Lid. All rights resereed.

However, many of these applications are still very restricted to few
species in a limited number of countries, bat in the light of the
global desetification and declining water sgarces, these plants are
g2ining more interests. In the Lzst decade, 1ots of studies on cacns
processing have developed new added value to siuch crops. AMong
them, those TIII.IEiEIE on cactuas I'.I1I.'IIj|.3,EE‘ extraction are af inteTest
as these polysaccharites have been described for their robe in plant
physialogy llowing the Cactaceae to retain water {Nobel, Cacelier,
& Andrade, 1392} Consequently, mudlage was well defined in
liteTzture as a complex polysaccharide having a high water absarp-
tion capacity which giwes 2 patential source for industrial food
hydrocollgids 35 Dinders and thickening agents in food [S3enz,
Sepilveda, & Matsuhiro, 2004; Sienz, 2002). These mucilages from
cactus were langely desaibed as arabinogalactan-rich polysaocha-
rides made L -urga]actme, araginose, rnamnose and FJHL'I.'HIDTUE
acid (Sdenz et al., 2004; Habibi, Mahroaz, Marie-France, & Vignaon,
2004). Their extractions and their structural characterizations were
imvestigated in many works (Kobel et al, 1992; Paulsen & Lund,
1070: Matsuhiro, Lille, Saenz, Urrua, & Zarate, 2006: Habibi et al,
2004: Srivastava & Fande, 1974; Amin, Awad, & El-Sayed, 1970
Cereus trianguiaris is an epiphytic cactus of tropical dry Zanes
such as the Morth region of Mafagascar. [t consists of a set af
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RESUME

Cereus triangularis est un cactus non endémique de la sous-famille des Cactoidées trés présent
dans le nord de Madagascar. Ses cladodes sont utilisées sous la forme de décoctions dans la
pharmacopée Malgache. Bien que riche en hydrocolloides comme la plupart des cactus
appartenant a cette sous famille il n’est pas exploité pour la production de polysaccharide. Notre
travail a donc consisté a définir les conditions d’extraction des polysaccharides hydrosolubles des
cladodes de cette plante, a en identifier la structure, a en caractériser les propriétés physico-
chimiques et a explorer des voies enzymatiques pour leur dégradation en oligomeéres et/ou en
polyméres de faibles masses molaires. Nos travaux ont conduit a [D’identification d’un
arabinogalactane de type I de haute masse molaire. Ce polysaccharide est constitué d’une chaine
principale de galactane de type f-(1,4)-D-Gal, substituée en position 3 par des groupements T-o-
L-Aras(1, ou des chaines latérales d’arabinanes. Le comportement rhéologique de ce galactane est
typique des polymeres rheofluidifiants ayant des propriétés de gel faible. La mise en ceuvre de
dégradations enzymatique a I’aide d’une galactanase fongique a conduit a I’obtention de fractions
de plus faibles masses molaires que celles des polymeéres natifs qui ont pu étre testées avec succes

pour leurs propriétés prébiotiques.

Mots clés: Arabinogalactane, Cactus, Cereus triangularis, Polysaccharide, Prébiotiques.

ABSTRACT

Cereus triangularis is a non endemic cactus belonging to the sub-family of Cactoideae, well
represented in the north of Madagascar. Its cladodes are used in food decoction as a traditional
medicine in Madagascar. Even if the hydrocolloid content of this cactus is high as observed with
other ones from the same sub-family, it is not exploited for the production of polysaccharides. In
this study we have defined an extraction procedure to collect the soluble polysaccharide from the
cladodes of this cactus and characterized the structure of it before to investigate its physico-
chemical properties and to degrade it into oligosaccharides using enzymes. Structural analyses
have revealed that this polysaccharide is a type I arabinogalactan with a high molecular weight. It
is mainly composed of a galactan backbone of $-(1,4)-D-Gal, substituted at position 3 by T-a-L-
Aras(1, or arabinan chains. The rheological properties of this galactan are characteristic of a
pseudoplastic fluid with a weak gel behavior. Its enzymatic degradation using a fungal
galactanase led to the production of oligomers and low molecular weight polysaccharides which

have been successfully tested as prebiotics.

Keywords: Arabinogalactan, Cactus, Cereus triangularis, Polysaccharide, Prebiotics.





