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RESUME

Le cadre général de cette étude est la découverfgébiotiques et plus spécifiquement la
production d'oligosaccharides par hydrolyse enzyouoat de la gomme de caroube. Ceux-ci,
encore peu étudiés, pourraient présenter un rictenpel en prébiotiques.

Ce travail avait pour objectifs la purification @emannanases situées dans des graines de
caroube en germination, ainsi que la validationnd’'uméthode AEC-PAD applicable a
'analyse des hydrolysats de gomme de caroube.

Dés lors, il a permis d'établir un protocole de @emtration et de purification dg$
mannanases et de déterminer une technique de vatieer adéquate des extraits
enzymatiques.

Une méthode originale d’évaluation de l'activitézgmatique par mesure de la viscosité a
€également été mise au point et permet notammetidBéde I'évolution des activités
enzymatiques au cours de la germination.

La validation d'une méthode de caractérisation etqdantification des (galacto)-manno-
oligosaccharides constitue le dernier volet étuSipt criteres de performance calculés pour
chacun des neufs standards ont permis de validerélhode. Celle-ci a été utilisée pour
analyser des hydrolysats de gomme de caroube.

Les résultats de ce travail sont les premiers d’'moevelle thématique de recherche. lls
laissent entrevoir de nombreuses possibilités gicgtions futures.



ABSTRACT

The general framework of this study is the discgwar prebiotics and more specifically the
production of oligosaccharides by enzymatic hydsislyof locust bean gum. These, though
not much studied, could present a rich prebiotatemtial.

The aim of this work was the purification @fmannanases located in germinating carob seeds
as well as the validation of a AEC-PAD method agailie to the analysis of locust bean gum
hydrolysates.

Therefore, it has permitted to establish a coneéintr and purification procedure ¢
mannanases and to determine a suitable preserva@thod of enzymatic extracts.

An original method to evaluate the enzymatic attildy viscosity measurements has also
been developed and permits the study of the ewnlutf enzymatic activities during
germination.

The validation method of characterization and qgtfiaation of (galacto)-manno-
oligosaccharides constitutes the last part studseen performance criteria calculated for
each of the nine standards were used to validatengthod. It has then been used to analyze
locust bean gum hydrolysates.

The results of this work are the first of a neweagsh theme. They offer many opportunities
and future applications.
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Introduction

| INTRODUCTION

Les prébiotiques et les «aliments santé » fonbjéib d’'un engouement certain depuis

guelques années. Le consommateur, soucieux detastale son bien-étre, est convaincu de
l'utilité d’améliorer son métabolisme par le biaie son alimentation. D’'une maniere

générale, les prébiotiques sont des ingrédientatayes effets bénéfiques sur la santé en
influencant la composition et/ou I'activité de lacnoflore gastro-intestinale (¥WG, 2009).

Ce travail de fin d’études s’inscrit dans cettentaéque, en contribuant a la découverte de
nouveaux prébiotiques et plus particulierement dssus de la production d’oligosaccharides
a partir de gomme de caroube.

La gomme de caroube a été sélectionnée comme aubstydrolyse car peu de recherches
ont été réalisées sur les propriétés prébiotiqessses hydrolats. Son étude pourrait donc
conduire, a long terme, a de nouveaux produitsrigables au niveau industriel.

La production d'oligosaccharides par voie enzymagionécessite l'action d'une endo-
hydrolase, un@-mannanase dans le cas de I'’hydrolyse des galant@anas contenus dans la
gomme de caroube. Dans ce travail,fa®annanases seront extraites de graines de caroube
en germination. Leur mode d’action, méconnu, pdéuparmettre I'obtention de profils en
oligosaccharides originaux par rapport aux aufpesmannanases présentant des modes
d’action différents.

Cette étude tentera dans un premier temps de guuitds 3-mannanases de caroube de
maniere a mieux étudier leur mode d’action et nservation. Ensuite, le travail visera la
mise en place d’'une méthode AEC-PAD afin d’analysehydrolysats de gomme de caroube
qui seront obtenus.

La premiere partie de ce travail sera consacraeadynthese bibliographique faisant état des
connaissances au sujet de la gomme de caroube, edegmes hydrolysant les
galactomannanes, des (galacto)-manno-oligosacesagt de leurs effets prébiotiques. Le
deuxieme chapitre détaillera les manipulationsigéat lors de cette étude. La troisieme
partie sera réservée a la présentation des résattatleurs traitements. Elle se subdivisera en
plusieurs sections consacrées respectivement aréatérisation du substrat d’hydrolyse, a
I'obtention d’'un extrait purifié et concentré gemannanases, a I'évaluation de l'activité
enzymatique, a la mise au point et la validationnd’ méthode d’analyse des (galacto)-
manno-oligosaccharides par AEC-PAD et enfin a laligétion de tests d’hydrolyse. Le
dernier chapitre exposera les conclusions et lesppetives de ce mémoire.
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I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

La synthese bibliographique introduira de manién@rsaire le caroubier et ses graines. Le
deuxieme chapitre sera dédié a la gomme de caquibéon peut extraire de I'endosperme

de la graine. Une attention particuliere sera godéson extraction, sa purification, sa

composition et sa structure ainsi qu’a ses pragside solubilité et de viscosité. Les troisieme
et quatrieme sections seront consacrées a la pigscrde la germination et des enzymes
dégradant les galactomannanes. Le dernier voletésissera aux oligosaccharides obtenus
par hydrolyse de la gomme de caroube et a leunpek@rébiotique.

.1 LE CAROUBIER

[.L1.1 DESCRIPTION DU CAROUBIER

Le caroubier Ceratonia siliqua L). est un arbre dioique a feuilles persistantesadarhille
desCaesalpiniaceadBINER et al, 2007 ; BouzouiTA et al, 2007). On le retrouve dans la
région mediterranéenne principalement en Espagndiabe, en Grece, au Portugal et au
Maroc (BNER et al, 2007 ; DAkIA et al, 2008). Cependant, il est originaire des paysesab
(PETIT et al, 1995).

Figure 1. lllustration des feuilles de caroubier, @ la caroube et de ses graines {iOME, 1885).

Le caroubier présente une bonne résistance a lersSse mais est sensible au froidhgB

et al, 2007). Il peut atteindre une taille allant de 85am et vivre jusqu’a 500 ans. Il s’agit
d’'une essence thermophile retrouvée sur les panigss. Les caroubiers constituent un outil
de lutte contre la déforestation et la désertificgten limitant I'érosion des sols ¢8REIA et
al., 2005 ; BNER et al, 2007).

Le caroubier est cultivé pour son fruit, la caroebeour les graines contenues dans celle-ci.
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[1.1.2 DESCRIPTION DE LA CAROUBE

Le fruit du caroubier, nommeé caroube, est une gousiehiscente de 10 a 30 cm de longueur
sur quelques centimétres de largeur. A maturitégal@ube change de couleur et devient
brune (figure 1). Ses composants majeurs sontlfge i les graines.

La composition de la pulpe de caroube dépend daraté, du climat et des techniques de
cultures. Toutefois, on peut avancer que la pukpeatoube représente 90% de la masse du
fruit. Elle est riche en tanins et en sucres, dergaccharose représente 65 a 75% des sucres
totaux. Quant aux taux de protéines et de lipidespnt faibles (BTIT et al, 1995).

La caroube, dépourvue de ses graines, est un éduotcoaturel utilisé comme substitut du
cacao et du chocolat. Elle présente I'avantageal@&empte de théobromine et de caféine
contrairement au cacao et au chocolat qui en corgig des quantités importante(86IF et

al., 2000).

Les principales applications de la pulpe de carad I'alimentation animale et humaine en
tant que substitut du cacaolBRr et al, 2007). Par exemple, dans de nombreux pays arabes,
une boisson consommeée lors du Ramadan est fabrayypéetir de caroube OUSIF et al,
2000). La pulpe de caroube est souvent consommés feame de poudre @XIA et al,
2007). Dans les pays occidentaux, celle-ci estiptegar égrenage, concassage, broyage et
torréfaction des gousses de caroubeu¥ir et al, 2000). La production de produits
pharmaceutiques, d’éthanol et I'extraction de susmnt d’autres applications industrielles de
la caroube (BTIT et al, 1995).

Quant aux graines, elles constituent environ 10%ad@asse (117 et al, 1995 ; BBuzouITA
et al, 2007). Leur nombre varie généralement entre 1D5etles graines de caroube ont
longtemps été employées comme unité de mesureialegamts et des pierres précieuses. Un
carat correspond a la masse d’'une graine de casmitoenviron 200 mg (BXIA et al, 2003).

La graine de caroube est recouverte d’'une enveloppistante de couleur brune: les
téguments (BkiA et al, 2007 ; D:IA et al, 2008). En-dessous de ceux-ci se trouve
I'endosperme (figure 2). Il est majoritairement stitué de galactomannanesA@d3 et al,
2000). Apres diverses étapes de purification dadbsperme, la gomme de caroube est
obtenue (section 11.2.1).

On remarque également la présence d’'une radidedierd 2). Celle-ci possede une valeur
énergétique élevée due a son taux important déipes principalement solubles dans I'eau
et de lipides majoritairement insatures. Elle espleyée pour la nutrition du bétail et comme
aliment diététique (BxIA et al, 2007).
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Tépments

Endosperme

Eadicelle

Figure 2. Coupe transversale d'une graine de caroab(DakIA et al, 2008).

Les graines de caroube sont utilisées dans l'iméuagroalimentaire pour leur contenu en
gomme (AVALLONE et al, 1997). La structure et les propriétés de la gordenearoube seront
détaillées a la section 11.2.

11.1.3 SITUATION ECONOMIQUE DE LA CAROUBE

On estime a plus de 15000 tonnes la production ratdnnuelle de gomme de caroube
(DAKIA et al, 2008).

Les données reprises ci-apres sont issues destiqtegs de I'Organisation des Nations Unies
pour I'Alimentation et I'Agriculture (FAO). Les dfiatiques comprennent les fruits mais
également les graines de caroubes.

En termes de surface cultivée, la culture du caesuteprésente un peu plus de 100000
hectares (102939 hectares en 2008) a travers lelandrEspagne, le Maroc et le Portugal
possedent les surfaces cultivées les plus impesainte 'ordre de 60000, 12000 et 10000
hectares respectivement.

Enfin, le tableau 1 présente la production de dasudans le monde et pour le bassin
méditerranéen de ces dernieres années.

Tableau 1. Production de caroubes dans le monde ebur le bassin méditerranéen de 2000 a 2008
(source : FAOSTAT). Les nombres noirs constituent €s données officielles, les nombres rouges des
estimations FAO et les nombres bleus peuvent inclardes données officielles, semi-officielles ou esfies.

Production (tonnes)

Pays 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
Espagne | 93863 73211 74736 67403 79200 64100 700QP0007 72000
ltalie 38079 16282 24015 18637 19060 31665 261107882 31224
Gréce 20192 16464 15015 14789 14594 14815 14506 0015015000
Maroc 23000 24000 24000 25000 25000 25000 25000 0@5025000
Portugal 20000 20000 20000 20000 20000 20000 220@B000 23000
Turquie 14000 13500 13500 14000 14000 12000 12382161 12100
Chypre 7300 2850 7200 6550 6250 6942 5650 3839 3915
Monde | 226829 177787 188070 174365 186595 181830 184115 193250 191167




Synthése bibliographique

1.2 LA GOMME DE CAROUBE

La gomme de caroube est composée principalemengatictomannanes. Il s’agit de
polysaccharides de réserve que I'on retrouve dansldsperme translucide de nombreuses
graines de plantes Iégumineuses dont celles dailmar¢drAs et al, 2000). Différents
procédés industriels permettent I'obtention de geme caroube a partir de graines de
caroube (IoPEz DASILVA et al, 1990 ;).

En anglais, la gomme de caroube est traduite dochean gum » ou plus couramment
« locust bean gum » (LBG). En tant qu’additif, zngme de caroube est appelée E410. Elles
est commercialisée sous forme de poudre blanc(@ataA et al, 2003).

On retrouve des applications de la gomme de cardalbps le secteur alimentaire en tant
gu’additif et dans les domaines non-alimentaires<{P et al, 2007).

En ce qui concerne les industries agroalimentaisegomme de caroube est utilisée dans de
nombreux produits. On la rencontre dans les cragiaEges en tant que stabilisant{RORE

et al, 2003) ainsi que dans les soupes, les saucebpidmns, les aliments pour bébeés, les
produits laitiers, les boissons alcoolisées et @onelisées, les aliments pour bétail, etc.

(BINER et al, 2007 ;KAWAMURA, 2008). Dans les produits de boulangerie, I'afeigomme

de caroube prévient ou retarde la rétrogradation almidons et des amidons modifiés

(WIELINGA, 1990).

Les autres applications industrielles de la gommeatoube sont les papeteries, les industries
cosmeétiques, textiles et pharmaceutiquesngB et al, 2007 ; BouzouiTA et al, 2007 ;
VIERA et al, 2007 ; \ENDRUScOLOet al, 2009).

Dans cette section, les méthodes d’extraction epwtdication ainsi que la structure, la
composition et les propriétés de la gomme de carsebont abordées.

[1.2.1 EXTRACTION ET PURIFICATION DE LA GOMME DE CAROUBE

KAWAMURA (2008) expose un procédé général d’extractiore giutification de la gomme de
caroube a partir des gousses et plus spécifiquetdesngraines de caroube (figure 3). La mise
en ceuvre d'un tel protocole est difficile en raistenla solidité et de la dureté de I'enveloppe
brune recouvrant les graines.

Premierement, les gousses de caroube sont cons&tdég graines récuperees.
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Deuxiemement, les téguments des graines sont enlBoér se faire, deux procédés distincts
peuvent étre utilisés. Le premier consiste a caseores enveloppes coriaces a I'aide d’'un
traitement a l'acide sulfurigue. Un lavage et urossage permettent I'élimination des
fragments restants. Ce processus permet I'obtedtime gomme de caroube blanche et de
haute viscosité. Le second procédé repose surat&okent plus ou moins complet de
I'enveloppe par rotissage. Celle-ci se détacheedterde la graine. La gomme de caroube

obtenue est un peu plus foncéaki et al, 2008 KAWAMURA, 2008).

Ensuite, les radicelles sont écrasées par broyagamgue et enlevées principalement par
tamisage. Il ne reste alors plus que les endospeguiesont broyés en fines particules. La
gomme de caroube (carob bean gum) est obtenue.

Par ailleurs, la gomme de caroube peut subir éiffi@s étapes de clarification. Dans ce cas,
elle est solubilisée dans I'eau par augmentatiolfadempérature. Le matériel insoluble est
ensuite éliminé a I'aide d’'une étape de filtration.

Enfin, la gomme de caroube est précipitée a I'aiég¢hanol ou d’isopropanol. Le précipité
est récupére par filtration, séché et broyé ersfparticules. La gomme de caroube obtenue
est dite clarifiée (extraite et purifiee) AK/AMURA , 2008).

Gousses de caroube

Concassage

Gousses concassées I

Graines de caroube

‘ Enveloppe }—{ Décorticage

‘ Germes }—{ Fragmentation

Brovage

i

i

|
‘ Filiration }—{ Insohuble

[
Précipitation
a
I'alcool

‘ Gomme de caroube ‘

Brovage

‘ Gomme de caroube clarifiée ‘

Figure 3. Schéma du process d'extraction et de pditation de la gomme de caroube (KWAMURA , 2008).
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D’autres techniques d’extraction et de purificataen la gomme de caroube existent dans la
littérature.Ainsi, LOPEZ DASILVA et al. (1990) citent la purification au méthanol ou ad&a
de complexes de cuivre ou de baryum.

L’état de purification a une grande influence sucémposition et les propriétés de la gomme
de caroube.

[.L2.2 STRUCTURE ET COMPOSITION DE LA GOMME DE CAROUBE

La gomme de caroube étant composée en grande t@aergalactomannanes, ses propriétées
sont globalement semblables aux propriétés dextgalannanes qui la constituent. Ainsi,
dans cette section, les deux dénominations seomsidérées comme synonymes.

[1.2.2.1 COMPOSITION CHIMIQUE DE LA GOMME DE CAROUBE

LoPEZ DA SILVA et al. (1990) et AIDRADE et al. (1999) ont déterminé la composition
chimique d'une gomme de caroube commerciale bratgueifiée par précipitation a
I'isopropanol (section 11.2.1). Leurs résultats sgrésentés dans le tableau 2. lls sont
exprimés en pourcentage de poids sec, mis a parnldité exprimée en poids humide.

De maniére générale, la gomme de caroube brutéenbreinviron 93% de galactomannanes,
4% de protéines, 1% de cellulose et de lignine, déslipides et 1% de minéraux. La

purification par précipitation a I'isopropanol pestrd’éliminer les fibres (cellulose et lignine)

et les lipides et de diminuer considérablementdeantités de minéraux et de protéines
(LoPEZ DASILVA et al, 1990).

Tableau 2. Composition chimique (en %) de la gommee caroube brute et purifiée (et lOPEZ DA SILVA et
al., 1990 ; ANDRADE et al, 1999).

LOPEZ DASILVA et al. ANDRADE et al.
LBG brute LBG purifiee LBG brute LBG purifiee

Humidité 8,49 £ 0,03 12,70 + 0,03 11,3 7,5
Cendres 0,71+0,01 0,25+0,01 0,95 0,28
Protéines 4,66 + 0,33 0,78 +£0,01 4,64 0,64

Lipides 0,92 + 0,08 traces n.d n.d

Cellulose et ligning 1,55 + 0,08 0,19+£0,04 n.d n.d
Galactomannanes 92,2 98,8 94,4 99,1
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11.2.2.2 LES GALACTOMANNANES

Les galactomannanes sont des hémicelluloses paéseme haute masse moléculaire située
entre 30000 et 300000 g/mol @@LEARY et al, 1976b ;MOREIRA et al, 2008). lls sont
composeés d’'une chaine principale de résidus D-n@manoses liés epr(1—4) sur laquelle

se greffent des résidus D-galactopyranoses uniguése a une liaison de type(1—6)
(McCLEARY, 1980 ; MoREIRA et al, 2008). La structure du galactomannane de la godene
caroube est illustrée a la figure 4.

OH Galactose
CH, OH /
0

HO Mannose

Mannose OH / \
\ cm CHaOH
HO
o 0

CH,OH OH CH,0H OH

Locust bean gum (4:1)

Tara gum (3:1)

Figure 4. Structure des galactomannanes de la gomnde caroube et de la gomme tara (8rIKIJYOTHIN et
al., 2005).

Suivant l'origine botanique de la gomme, il exidt#érents galactomannanes se distinguant
par le poids moléculaire, le ratio mannose/gal&ctes la distribution des résidus D-
galactopyranoses sur le squelette mannaneC(@ary, 1980 ; MDOREIRA et al, 2008 ;
VENDRUSCOLOet al, 2009).

Tout d’'abord, le ratio mannose/galactose peut wvat@ 10 a 1 en fonction de I'espéece
végétale (BAs et al, 2000). La gomme de caroube posséde un des plusddiux de
galactose (BkIA et al, 2008). En effet, son ratio mannose/galactoselest : 1, alors que
pour la gomme de guar et la gomme tara, il est dé &t 3 :1 respectivementARVATHY et
al., 2005). Le tableau 3 présente les rapports margalaetose de différentes légumineuses.

Le rapport mannose/galactose d’'un galactomannautevpger au sein d’'une méme espece. |l
est dépendant des conditions climatiques, de Igosition du sol, de la variété et de I'age de
larbre (DakiA et al, 2009). Il peut aussi étre influencé par les pidéséd’extraction et de
purification de la gomme (8KIJYOTHIN et al, 2005) (section 11.2.1).
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Tableau 3. Ratios Mannose/ Galactose des principaléégumineuses (BESOLIN et al, 1997 ; G\RTI et al,
1997 ; Parvathyet al, 2005 ).

Source Ratio Man/Gal Référence
Schizolobium parahybum 3:1 BResoLINet al. (1997)
Mimosa scrabella 1,1:1 BResoLINet al. (1997)
Cyamopsis tetragonoloba 2:1 RRVATHY et al. (2005)
(gomme de guar)
Caeselpinia spinosa 3:1 RRVATHY et al. (2005)
(gomme tara)
Ceratonia siliqua 4:1 RRVATHY et al. (2005)
(gomme de caroube)
Trigonella foenum-graecum 1:1 GarTI et al. (1997)

(gomme de fenugrec)

Le second paramétre susceptible de varier d’'unengora l'autre est la distribution des
résidus D-galactopyranoses sur la chaine de D-npgn@ooses (BAs et al, 2000).
Différents types de répartition peuvent étre obsgrvia disposition réguliere, la disposition
aléatoire et la disposition en blocs uniformesuffegs) (DAkIA et al, 2009).

& = M=M=~ M=~ b= 3 - M=M= =M= =M -M-M-M-M-
1 1 |
G G r] G 0 v} g [+

| | 1
G 3 4 a O G ]

G- M= - M= M=M= M- m-u—m—n—:u-::-b:r::—I—:_rc-aI-:-T,t—l;i—u—m-
G G O

[] i i i i ! . i
g G o
G u E G I} E L g & e -

fona lisse Zone hérisssa

Figure 5. Distribution des résidus galactoses sualchaine de mannoses ¢ et al, 1975). (a) répartition
réguliere, (b) répartition aléatoire, (c) répartition en blocs uniformes.

Dans le cas de la gomme de caroube, une distributiéguliere des résidus galactoses est
observée. Les galactomannanes de caroube préseotentdes zones sur lesquelles aucun
résidu galactose n’est présent et d’autres plieesien chaines latérales d’unités simples de
galactose (Bas et al, 2000). Pour les galactomannanes Stshizolobium parahyburet
Mimosa scabrelleet la gomme tara, la distribution apparait aléatden ce qui concerne la
gomme de guar, les résidus D-galactopyranoses porntipalement dispersés de maniére
aléatoire. Cependant, quelques régions non-sudssitypourraient étre mises en évidence
(ANDRADE et al, 1999 ; DuaAs et al, 2000).
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Le rapport mannose/galactose ainsi que la distobutles unités galactoses revétent une
importance considérable car ils ont la particutarid’influencer les propriétés
technofonctionnelles (section 11.2.3) ABs et al, 2000 ; VEIRA et al, 2007). Ces deux
paramétres ont également la particularité d’évoluecours de la germination. En effet, lors
de cette phase, les galactomannanes sont dégraddgf@rentes enzymes et utilisés comme
nutriment (D2As et al, 2000). La germination et le fonctionnement degysres seront
abordés aux sections 11.3 et I1.4.

Différentes techniques ont été mises au point pleéterminer les ratios mannose/galactose et
la distribution des résidus D-galactopyranoses.

La chromatographie en phase gazeuse (GC) permetdé@rmination du ratio
mannose/galactose d’un galactomannane. Il peuegalt étre mis en évidence par « High
Performance Anion Exchange Chromatography with d@lulé&\mperometric Detection »
(HPAEC-PAD) aprés hydrolyse partielle ou totale.

La distribution des galactoses sur le squelette nawad est plutbt étudiée a l'aide de la
diffraction rayons X, de la résonance magnétiqueléaire (RMN) ou par des études
d’hydrolyse chimique ou enzymatique AEs et al, 2000 ; VEIRA et al, 2007). Ce dernier
point sera abordé de maniére plus approfondiesadaon 11.4.

[.L2.3 PROPRIETES DE SOLUBILITE ET DE VISCOSITE DE LA GOMME DE
CAROUBE

La gomme de caroube, la gomme de guar et la goramecbnstituent les trois principaux
galactomannanes utilisés a [I'échelle industrielle netamment dans le domaine de
I'agroalimentaire (2As et al, 2000). Les propriétés rhéologiques des galactoarsas sont
influencées par leurs masses moléculaires et pas Kructures, caractérisées par le ratio
mannose/galactose et la distribution des résidiasigase (ADRADE et al, 1999).

Les propriétés de solubilité et de viscosité seamardées dans ce chapitre.

La solubilité s’exprime par le biais d’'un pourceggamesurant la proportion du produit

restant en solution suite a une centrifugatione Elépend des dissolutions préalables, de
I'équilibre entre les interactions molécules-molésuet molécules-solvant, de la nature
physico-chimique des molécules ainsi que de liggsique de la matiére (BCKER, 2009).

La viscosité est définie comme étant la résistathee fluide a toute modification irréversible
des éléments de son volumen{Bc, 2009).

Le ratio mannose galactose ainsi que la distributies galactoses substitués influencent la
viscosité et la solubilité des galactomannanes.
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Les zones des galactomannanes non-substituéesepagatactoses sont responsables des
interactions intra- et intermoléculaires graceirtdrvention de ponts hydrogenesR(BIMER
et al, 2003).

Du fait de ces liaisons, les galactomannanes pawemegalactose présentent une viscosité
plus élevée que les galactomannanes hautementitgébstCependant, ils éprouvent des
difficultés de solubilisation contrairement auxa@dbmannanes riches en galactosex(b et

al., 2009).

En effet, les résidus galactopyranoses représelgermarties hydrophiles de la molécule de
galactomannane. Plus le degré de substitution kctgae est éleve, plus la solubilité dans
I'eau des galactomannanes est augmenté& @€ al, 1999 ; MOREIRA et al, 2008). Sans la
présence de ces groupes galactopyranoses, le pohgsale serait instable en solution et
pourrait cristalliser ou précipiter PLARD et al, 2007).

Grace a sa teneur en galactose plus élevée, la gatenguar est soluble dans 'eau froide
alors que la gomme de caroube ne I'est pas. Eh Effgomme de caroube présente une faible
solubilité dans 'eau a température ambiante. ditetment thermique de chauffage sous forte
agitation (85°C pendant 10 minutes par exempleh@sg¢ssaire pour la solubiliser totalement
(KoK et al, 1999).

En outre, les galactomannanes sont des liquidesfluidifiants. Lorsque le gradient de
vitesse (exprimé en'y augmente, la viscosité apparente (exprimée es) Baminue. Sous un
effet de cisaillement grandissant, les chainesalactpmannanes vont se désenchevétrer et
s'orienter parallélement. Cette réorganisation mecules est responsable de la diminution
de la viscosité. L’effet rhéofluidifiant est réviale (DAKIA et al, 2009).

LOPEZ DASILVA et GONCLAVES (1990) ont compareé les propriétés de solubilitéestiscosité

de la gomme de caroube brute et purifiée. lls antopserver que la gomme de caroube
purifiée est plus soluble que la gomme brute. Eet,dh purification permet I'élimination des
composeés insolubles et la gomme purifiée devidatdment soluble (98% contre 89% pour
la gomme non clarifiée). En ce qui concerne la 08&é, les solutions de gomme brute
présentent une viscosité plus élevée que les spfutie gomme purifiée a des concentrations
similaires. Ce phénomene pourrait étre expliqué pare dépolymérisation des
macromolécules lors des étapes de purificationaswpe agrégation inter-macromoléculaire
due a 'augmentation de ’homogénéité des échanslpurifiés.

Il est & noter que la gomme de caroube est insoldéhs la plupart des solvants organiques,
I'éthanol inclus. Elle peut également étre préépitdes solutions aqueuses par des
électrolytes comme l'acétate de plommiamurA, 2008).
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Enfin, grace a leur capacité de liaison a I'eas,dalactomannanes sont capables de former
des solutions trés visqueuses méme a de relativefaibles concentrations. Ces solutions
visqueuses ne sont affectées que légerement e, lées sels et les variations thermiques
(LoPEZ DASILVA et al, 1990 ;DAAs et al, 2000).

.3 GERMINATION DE LA GRAINE DE CAROUBE ET PRODUCTION
D’ENZYMES

Tout d’abord, les galactomanannes jouent un rolgsiplogique dans les graines. lls
retiennent I'eau par solvatation. Dans les régmraudes, leur présence est importante afin de
prévenir une déshydratation compléte des grainde-Cigpourrait conduire a la dénaturation
des protéines, dont notamment les enzymes essestéella germination (MREIRA et al,
2008).

La germination de graines implique I'imprégnatiaiégdable de la graine par de I'eau et se
conclut par I'émergence de la radicelle et songdtion. La germination est visible lorsque la
radicelle a pénétré les enveloppes de la graireugrit I'embryon (BwLEY, 1997).

Chez les légumineuses, lors de la germinations temizymes différentes sont synthétisées
pour dégrader les galactomannanes que l'on retrabendamment dans les parois des
cellules de I'endosperme. L@smannanases, lgsmannosidases et lesgalactosidases sont
les trois enzymes nécessaires a I'’hydrolyse desethannanes BvLEY, 1997).

L’évolution de l'activité-mannanase au cours de la germination pour lesegale luzerne,
de caroube et les radicelles de soja a été inuestigar MCLEARY et al. (1975) (figure 6).
Pour la caroube, un pic d’activité apparait auxirems du huitieme jour de germination.

~ & Luzerne
4 Soja
o Caroube

20

Activité en f-mannanase
(mg de mannose/mg de graines par heure)

< 8 2

Temps de germination (jour)

Figure 6. Evolution de l'activité B-mannanase au cours de la germination pour les graés de luzerne, de
caroube et les radicelles de soja (MCLEARY et al, 1975). Les ronds blancs illustrent Ig3-mannanase de
caroube, les triangles blancs celle de luzerne essltriangles noirs celle de soja.
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Les galactomannanes sont hydrolysés par les traignees en mannose, en galactose, en
manno-oligosaccharides et en galacto-manno-olighsaces (MCLEARY et al, 1974).
Ceux-ci vont pouvoir étre mobilisés lors de la geation et soutenir la radicelle dans son
développement (BNLEY, 1997).

Les trois enzymes intervenant dans la dégradatiem ghlactomannanes, leurs modes
d’actions ainsi que les produits de I'hydrolyseosedétaillés a la section I1.4.

Pour la graine de caroube en germinatiocOMEARY et al. (1974) ont étudié la diminution

de la quantité de galactomannanes au cours derfairggion et I'évolution des taux de

monosaccharides, disaccharides et oligosacchaffipge 7). Ces résultats refletent les
activités enzymatiques ayant cours durant la geation.
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Figure 7. Evolution des taux de galactomannanes, ed monosaccharides, de disaccharides et
d'oligosaccharides en fonction du temps de germiniain de la graine de caroube (MCLEARY et al, 1974).
Les ronds noirs représentent les galactomannanegsl ronds blancs les monosaccharides, les triangles
oligosaccharides et les croix les disaccharides.

En ce qui concerne la caroube, les cellules delisperme conservent leur métabolisme lors
de la germination et sécrétent les hydrolasesing&dtse, pour le guar et le fenugrec, la source
d’hydrolases est la couche a aleurone située dmitéxde 'endosperme, dont les cellules ne
sont plus actives @vLEY, 1997).

MCcCLEARY (1976a) a démontré que le mannose et le galaptoskiits lors de I'hydrolyse
des galactomannanes sont prélevés et métabolisésepwryon. lls ne sont donc pas
accumulés mais directement utilisés par la radid®cCLEARY et al, 1975).
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McCLEARY (1976a) a comparé les quantités de mannose etalkdetgse théoriquement
produites durant la germination par hydrolyse alsctaux réellement observés dans les
graines (figure 8). Apres plusieurs jours de geatiam, les quantités de mannose et de
galactose restent faibles malgré I'hydrolyse. Cbseovations corroborent I'hypothese de
I'utilisation des deux sucres simples par la ratkce

6} ® Galactose libéré
¢ Mannose libéré —

~ o Galactose présent {
" & Mannose présent

e

Taux de galactose et de mannose
(mg/100mg de graines)
ERNES |
>

- ~

oe,_.__c%éé-_—ﬁ;—_:—::x:' 1
c 2 4 (1; é

Temps de germination (jour)

Figure 8. Evaluation des quantités de galactose ebannose produites par hydrolyse et des quantités
réellement retrouvées dans les graines de caroube germination (MCCLEARY et al, 1976a). Les droites
en traits pleins présentent les quantités calculéele mannose et de galactose relachées par I'hydretydes
galactomannanes. Les droites en pointillés représwmt les quantités de galactose et de mannose
retrouvées dans les graines.

1.4 HYDROLYSE ENZYMATIQUE DE LA GOMME DE CAROUBE

Les endohydrolases et les exohydrolases sont l@s types d’enzymes rencontrés pour le
clivage des hémicelluloses. Les endohydrolasesrives liaisons glycosidiques internes
tandis que les exohydrolases clivent au niveau adeddrniére liaison et libérent des
monosaccharides (dReIRA et al, 2008).

Trois enzymes dégradent les galactomannanes :ndwhgdrolase, I§-mannanase (endd-
1,4-mannanase, 1d-mannan mannohydrolase, EC 3.2.1.78) et deuxyelkolases, |-
mannosidase (1,8-d-mannopyranoside hydrolase, EC 3.2.1.25)cegéllactosidase (1,6-d-
galactoside galactohydrolase, EC 3.2.1.22) (fi@)r@VicCLEARY et al, 1974).

La structure des galactomannanes permet l'actiarergique des différentes enzymes
(MOREIRA et al, 2008). L’action des trois enzymes est nécessaleeconversion compléte
des galactomannanes en galactose et mannosstk et al, 1998).
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Figure 9. lllustration de l'action d'une B-mannanase et d'unen-galactosidase sur un galactomannane
(BEWLEY, 1997).

Des recherches consacrées aux enzymes dégradgatdemannanes ont été menées par la
purification et la caractérisation de I'enzyme at panalyse des produits d’hydrolyse. Ces
techniques ont permis de mettre en évidence lesesndthctions des enzymes d'origine
animale, végétale et microbienned®LEARY et al, 1983b ; MOREIRA et al, 2008).

Par ailleurs, I'nydrolyse enzymatique peut étrdisge pour étudier la structure fine des
polysaccharides. En utilisant ufemannanase de mode d’action connu et en analysant |
profils en oligosaccharides obtenus, on peut dédigs informations concernant la répartition
des résidus galactoses. A partir de ces informstion peut envisager un modeéle illustrant la
structure du galactomannaned®LEARY, 1978 ; D:AS et al, 2000).

Dans cette section, les trois enzymes intervenans da dégradation des galactomannanes,
leurs différentes origines et leurs modes d’actiont étre abordés.

[1.4.1 LES/[MANNANASES

Les B-mannanases sont des endohydrolases. Elles ctieemaniére aléatoire les liaisofs
1,4 internes de la chaine principale de mannosegk@ et al, 1976 ; McCLEARY, 1988).
Elles produisent ainsi de nouvelles extrémités kaines. Le degré de substitution et la
répartition des galactoses sur le squelette de osasninfluencent la dégradation des
galactomannanes par lggmannanases (8CLEARY, 1988 ; AMEMARK et al, 1998 ;
MOREIRA et al, 2008). Souvent, les galactomannanes hautemestitsidls sont résistants aux
attaques hydrolytiques dgsmannanases (MCLEARY, 1979).

Les B-mannanases proviennent de différentes sourcess Efint produites par des bactéries
(Bacillus subtilig, par des champignons et des moisissukspédrgillus nige), par les graines
de plantes terrestresCératonia siliqua Cyamopsis tetragonolob)s par des plantes
aguatiques et par certains invertébrésr et al, 1976 ; AKARIA et al, 1998 ; XU et al,
2002).
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Suivant la provenance deflanannanase, son mode d’action varie.

Parmi lesp-mannanases bactériennes, le mode d’action dénnnanase produite par
Bacillus subtilisa été relativement bien étudié. Lors de I'hydrelge galactomannanes par la
B-mannanase dBacillus subtilis les produits de dégradation obtenus sont du nsmraes
manno-oligosaccharides de degré de polymérisatonpds entre 2 et 8 et des galacto-
manno-oligosaccharides ERKER et al, 1976). Néanmoins, un haut degré de substitution d
galactomannane par des galactoses limite l'actiditéydrolyse de lap-mannanase de
Bacillus subtilis(McCLEARY, 1988).

Les B-mannanases fongiques quant a elles sont connugsdégrader les mannanes et
galactomannanes de maniére aléatoire. Les prodihtglrolyse sont principalement des
manno-oligosaccharides de degré de polymérisatyah @u supérieur a 2 et des galacto-
manno-oligosaccharides ERKER et al, 1976).

Le mode d’action de I$-mannanase &spergillusniger a été détaillé en fonction de la

distribution des galactoses sur le squelette denosas (figure 10) (Ens et al, 2000). Elle

ne présente pas de difficultés pour hydrolyser tast répartitions aléatoires que les
configurations en blocs uniformes. Toutefois, efle parvient pas a se fixer sur un

galactomannane de répartition ordonnée (alternaeceeux résidus substitués avec deux
résidus non-substitués).

Figure 10. Mode d'action de lap- mannanse dAspergillus nigeren fonction de la distribution des
galactoses substitués de différents galactomannané3AAs et al, 2000). (A) distribution ordonnée, (B)
distribution aléatoire, (C) présence de zones norubstituées. Les cercles noirs représentent les mawses
substitués et les cercles blancs les mannoses nahsditués. Les petits cercles noirs illustrent legalactoses.
La fleche blanche indique I'endroit ou I'enzyme che.

MCcCLEARY (1988) s’est également intéressé $-lmannanase é&spergillus niger Il décrit

un modeéle d’hydrolyse selon lequel uniquement guaésidus seraient nécessaires pour
former le complexe avec le substrat. En se basantasfigure 11, on observe les quatre

résidus nécessaires a la réalisation de I'hydrotusepoint X. Si les résidus B ou D sont

substitués par un galactose, le clivage de la ehdénmannose est impossible. Par ailleurs,
une substitution sur le résidu C n’affecte pasditmjyse.
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Figure 11. Mode d'action de lg3-mannanase dAspergillus niger(M cCLEARY, 1988).

Pour ce qui est dggmannanases d’origine végétalecGLEARY (1975) a mis en évidence
quatre activité$-mannanases pour la luzerne et deux pour la cardudoes modes d’action
ne sont pas connus. Cependant, le mode d’actitemfdmannanase de guar a été examiné par
McCCLEARY (1988). La figure 12 permet d’illustrer le modéfaydrolyse de Ig-mannanase

de guar. Pour réaliser I'hydrolyse au point XBtanannanase exige cing résidus mannoses.
Au niveau des résidus B et D, le complexe se fopae liaison a I'hydroxyméthyle du
pyranose. Pour les résidus, A, C et E, la liaisoméslise avec I'hydroxyle. La substitution
des résidus B, C ou D par un galactose empéchérblyse au point X (MCLEARY, 1988).

S

Figure 12. Mode d'action de lg3-mannanase de guar (MCLEARY, 1988).

Les B-mannanases ont de nombreuses applications inellestriElles sont employées dans
I'industrie agro-alimentaire, le domaine pharmaitpig et la papeterie pour leur capacité
d’hydrolyser des hémicelluloses et donc de permédtir €limination (X et al, 2002).

11.4.2  LES MANNOSIDASES

Les B-mannosidases sont des exohydrolases clivant demases liés erp-1,4. Elles
relachent des résidus mannoses de l'extrémité édwetrice des chaines principales de
mannoses (MREIRA et al, 2008). Elles sont capables d’hydrolyser du maimssbet du
mannotriose (MCLEARY et al, 1975).

Ces enzymes sont moins bien connues qug@-feannanases car elles sont difficiles a extraire
et a purifier. En effet, le§-mannosidases sont instables et possedent desipeblde
solubilité (McCLEARY, 1982).
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Les pB-mannosidases peuvent provenir d'origine diverselsactéries, moisissures,
champignons, algues, invertébrés, vertébrés eha@gan germination @Es et al, 2007).
Une activité B-mannosidase est détectée dans la plupart desegran germination.
Cependant, cette activite est trés faible. On weoune activitéf-mannosidase dans
I'endosperme mais également dans les cotyléddasratlicelle (MCLEARY et al, 1975).

Alors que la synthese dg¥mannanases et desgalactosidases est dépendante de la
germination des graines de guar, femannosidases ne paraissent pas liées au processus
germinatif et semblent déja présentes dans l'eredosp Elles hydrolysent les manno-
oligosaccharides principalement en mannose, maigem@gnt en mannobiose et mannotriose.

La p-mannosidase retrouvée dans les cotylédons est aitla radicelle pour produire du
mannose en clivant le mannobiose et le mannotga$kea absorbés (MCLEARY, 1983a).

McCLEARY (1982) a extrait et purifié ung-mannosidase a partir de graines de guar en
germination. Il a pu mettre en évidence que le mmpantaose était le substrat privilégié de la
B-mannosidase de guar. Effectivement, il est dégmdeléx fois plus rapidement que le
mannotetraose et cing fois plus rapidement quedlenoiriose.

En 1999, MEMARK a également purifié ung-mannosidase #&spergillusniger. Cette -
mannosidase est capable d’hydrolyser des mannosaligharides de degré de
polymérisation allant de 2 a 6 mais également ddactpmannanes afin de libérer des
mannoses. L’hydrolyse de galacto-manno-oligosa@bsra mis en évidence que ffa
mannosidase #&spergillusniger clivait au-dessus mais pas en-dessous de la claaénale.

11.4.3 LES G-GALACTOSIDASES

Les a-galactosidases font partie des enzymes débrareshdtiles catalysent I'hydrolyse des
résidus galactoses substitués et liés a la chdineigale par une liaison de typel,6
(MoREIRA et al, 2008).

Les a-galactosidases proviennent de certains microosgas Aspergillus sp, de diverses
plantes Cyamopsis tetragonollobust de quelques animaux (insectesg¥@t al, 1972).

McCLEARY (1974) a établi que les graines de caroube enigetion contiennent trois
activitésa-galactosidases contre deux pour les graines deeguke luzerne et quatre pour les
radicelles de soja. Une de ces activités pour ahagdante est située dans I'endosperme et
semble étre principalement impliquée dans I'hydselges galactomannanes. Chez les graines
de caroube, de guar et de luzerne, aetjalactosidase est responsable de la majeure dartie
I'activité totale. Les autres activitésgalactosidase seraient situées dans la radicelle.
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Les a-galactosidases de graines de luzerne en germnatilevent les galactoses substitués
sur les chaines de mannose de maniere aléatoc€LfMRY, 1980). Elles sont capables
d’enlever plus de 90% des résidus galactose d'umainé de galactomannanes naturels
étudiés (MCLEARY, 1979).

L’hydrolyse enzymatique de galactomannanes perfobtehtion de différents profils en
oligosaccharides en fonction des enzymes utiliséesleurs origines et des conditions
expérimentales. Les oligosaccharides obtenus peyntetie mettre en évidence le mode
d’action d’'une enzyme ou au contraire la strucfume du galactomannane mais ils pourraient
€également présenter certaines propriétés prébestidLe volet sera approfondi dans la section
suivante.

1.5 LES(GALACTO )-MANNO -OLIGOSACCHARIDES

[1.5.1 DESCRIPTION DES GALACTGMANNO-OLIGOSACCHARIDES

Selon la nomenclature IUB-IUPAC, les oligosacchesidont des saccharides contenant 3 a
10 unités de sucres simples. D’autres classifinaticonsiderent les saccharides contenant
entre 3 et 19 unités comme oligosaccharidesgdATToet al, 2007).

Les galacto-manno-oligosaccharides (GMOS) sont aegpsaccharides constitués d’'une
chaine de mannoses liés entre eux par des liad®igoep-1,4 sur laquelle sont substitués
des résidus galactose simple. Le galactose substiiilié en O-6 a un mannose du squelette
principal par une liaison de typel,6 (DEKKER et al, 1976).

Les manno-oligosaccharides (MOS) sont quant a esxcaines de mannoses liés entre eux
par des liaisons de tygel,4. En fonction du degré de polymérisation dédasaccharide,

on parle de mannobiose, de mannotriose, de manmudet de mannopentaose, de
mannohexaose, etc. ERKER et al, 1976 ; McCLEARY,1982).

[1.5.2 PROPRIETES PREBIOTIQUES DES MANNGOLIGOSACCHARIDES

Différents auteurs conférent aux manno-oligosaédbar des propriétés prébiotiques
(ZAKARIA et al, 1998 ; KURAKAKE et al, 2006 ; MOURAO et al, 2006 ; INHEIRO et al,
2009).

Les prébiotiques ont d'abord été définis comme téthes ingrédients alimentaires non-
digestibles jouant un réle bénéfique sur la samtd’libte par stimulation sélective de la
croissance et/ou de lactivité d’'un nombre limité Hactéries présentent dans le colon
(VULEVIC et al, 2004 ; WANG, 2009).
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Par la suite, la définition a été remaniée et lebiptiques sont définis comme étant des
ingrédients sélectivement fermentables qui occasginndes changements spécifiques dans la
composition et/ou I'activité de la microflore gasintestinale. lls conferent a I'héte des effets
bénéfiques pour sa santé et son bien-éthstR L et al, 2002 ; WANG, 2009).

Le prébiotique exerce un effet indirect car ce t’pas lui mais le changement de la
composition de la microflore intestinale qu’il adint qui est responsable des effets positifs
(WANG, 2009).

Pour classifier un ingrédient alimentaire commebjmtique, il existe 5 criteres qui doivent
étre validés (VWNG, 2009) :

- Il doit étre résistant aux différents processuslidestion pour atteindre le colon
- Il doit pouvoir étre fermenté par la microfloreastinale

- Il doit étre bénéfique pour la santé de I'héte

- Il doit stimuler de fagon sélective les probiotigue

- Il doit rester stable durant les différents traigats alimentaires du process

Parmi les prébiotiques commercialisés, on retrdineline, les fructo-oligosaccharides, les
galacto-oligosaccharides, les isomalto-oligosaddbar les malto-oligosaccharides, les xylo-
oligosaccharides ()B&TALL et al, 2002 ; WLEVIC et al, 2004 ; MussATTOEet al, 2007).

Bien que moins souvent cités, les manno-oligosamd® font I'objet de publications
récentes concernant leur potentiel prébiotiquekf&iA et al, 1998 ; KURAKAKE et al,
2006 ; MourAo et al, 2006 ; INHEIRO et al, 2009).

Les MOS comme le mannobiose et le mannotriose jauendle important dans la croissance
sélective d’une microflore intestinale bénéfiquaipkhumain (KURAKAKE et al, 2006).

lIs sont notamment importants pour la croissance Biédobactéries qui exercent un effet
positif sur les cellules constitutives de la mugesde I'intestin (ZKARIA et al, 1998). Ces
bactéries auraient la particularité de stimulesysteme immunitaire et de produire de la
vitamine B. lls joueraient également un réle d'litéurs de croissance des pathogenes et
réduiraient 'ammoniac du sang ainsi que le tauxtddestérol (VWNG, 2009).

Les manno-oligosaccharides, en augmentant la niessdeces, sont également bénéfiques
pour la microflore intestinale autre que les Bibidotéries (ZKARIA et al., 1998).

MOURAO et al. (2006) et INHEIRO et al. (2009) se sont intéressés aux lapins venant d’étre
sevrés qui présentaient souvent des problemestitbg€eux-ci sont affectés par I'instabilité
de la microflore caecale qui se caractérise padigshées, des pertes d’appétit et un taux de
mortalité accru.
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lIs ont étudié les effets des manno-oligosaccharide tant que promoteur naturel de
croissance chez ses jeunes lapins. Il a été migvatence que les MOS étaient aussi
performants que les antibiotiques, ayant cettetfoncAprés analyse du taux de mortalité, de
la morphologie de I'intestin et de la concentratenacides gras volatils caecaux, il apparait
également que la santé des lapins est améliordapton des MOS (MURAO et al, 2006).
Ces constats sont intéressants car I'Union Européeente de réduire les quantités
d’antibiotiques utilisées.

Les MOS semblent étre capables de protéger l'intesintre divers pathogéenes telles que
certaines bactéries GRAM négativesiN(EIRO et al, 2009). Ces bactéries entériques
s'attachent a la paroi intestinale grace a un fiagbrUne fois fixées, elles colonisent l'intestin
et déclenchent des maladiesdRAo et al, 2006). Un bon nombre d’entre elles possedent
un fimbriae de type 1 qui est spécifigue au manmbsgui est donc capable de se fixer aux
récepteurs mannose des cellules de l'intestimofret al, 1984). Les MOS sont intéressants
car ils sont compétitifs des récepteurs mannosecelades intestinales. lls vont se fixer sur
les bactéries pathogenes et empécher leur colmmisat le développement de maladies
(MourAo et al, 2006).

Cependant, IRHEIRO et al. (2009) apres avoir ajouté une certaine quantit®1@sS dans les
régimes de jeunes lapins sevrés n'ont pas obséeffétd positifs. La croissance et le taux de
survie n‘'ont pas été améliorés. Les auteurs saetigtoutefois que, dans le cas d’'un régime
pauvre en fibres alimentaires, la diminution degfqumances de croissance observée peut
étre évitée par un apport de MOS.

Les manno-oligosaccharides pourraient égalemenbenha fonction lymphocytaire. La
stimulation de la réponse immune consommerait waatifé d’énergie importante au dépend
de la croissance. Ce mécanisme permettrait auxege@mimaux sevrés d’accroitre leurs
performances de croissancedWRAO et al, 2006).

La recherche scientifique a démontré les propri@grébiotiques et I'intérét de différents
oligosaccharides non-fermentescibles issus de Hdlyse des hémicelluloses. Certains,
devenus populaires, sont actuellement commercsalisé

A la lueur de ces observations, des rechercheseowenat I'obtention et les propriétés

prébiotiques d’oligosaccharides tels que les masligmsaccharides et les galacto-manno-
oligosaccharides constituent une voie judicieustalail. En effet, elles pourraient aboutir a
la découverte d’effets prébiotiques innovants patvaener, a long terme, a des applications
industrielles et commerciales.
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[l OBJECTIFS

La découverte de prébiotiques constitue le contg&teéral de ce travail de fin d’études. La
production d'oligosaccharides par hydrolyse enzyooat de la gomme de caroube sera plus
particulierement ciblée.

Différentes études ont été menées sur la purifinadiesp-mannanases de diverses origines :
végétale MCLEARY (1975, 1976a, 1979a, 1983a), bactérienne et foeg{@usiTz et al,
1996 ; AEMARK et al, 1998 ; ZAKARIA et al, 1998 ; X et al, 2002). D’autres travaux font
référence a I'hydrolyse de la gomme de caroubedga3-mannanases microbiennes ou
végétales telle que la luzerne¢MLEARY, 1976b ; MCCLEARY, 1979b ; McCLEARY, 1983a).

Toutefois, la littérature s’exprime peu sur I'hyise de la gomme de caroube par fles
mannanases extraites des graines de caroube ela soaractérisation des profils en
oligosaccharides (MOS et GMOS) obtenus lesquelsrrpemt présenter des effets
prébiotiques.

Des lors, I'objectif de cette étude sera doubldssra a :

- Purifier les B-mannanases de graines de caroube en germinatios léa but
d’approfondir les connaissances au sujet de leutendléaction et de leur conservation.

- Valider une méthode AEC-PAD permettant I'analyss channo-oligosaccharides et
des galacto-manno-oligosaccharides issus de I'ilyskrade la gomme de caroube par
les-mannanases.
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IV MATERIEL ET METHODES

Un tableau récapitulatif reprenant la provenancéagbureté des réactifs utilisés lors des
manipulations est présenté en annexe 1.

V.1 CARACTERISATION DE LA GOMME DE CAROUBE BRUTE ET
PURIFIEE

Plusieurs criteres ont été envisagés pour défmigdmme de caroube brute et purifiée

(extraite a température ambiante ou a 80°C). His@e la matiere seche, de la solubilité, des

propriétés rhéologiques, de la composition en macgwarides et de I'estimation du poids
moléculaire.

IV.1.1 PURIFICATION DE LA GOMME DE CAROUBE

La gomme de caroube est purifiée par extractio®thdnol. Un schéma récapitulatif de la
procédure de purification de la gomme de caroubtelast présenté a la figure 13.

Extraction 4 l'eau Bilan massique de la purification a température ambiante (%)

froide ou a 80°C
2% Centrifugation a Surnageant Précipitation a Filtration Lavage du précipité a
4000g I'¢thanol (2 volumes) l'acétone
45%
Culot 43% 10% Filtrat éthanol/eau

Figure 13. Schéma récapitulatif de la procédure dpurification de la gomme de caroube brute.

Une solution de gomme de caroube brute (Actarid@elgium) 1% w/v est préparée dans
I'eau distillée. Elle est mélangée sur plaque aggtgpendant 30 minutes et homogénéisée
l'aide d’'un Ultra-turrax. La gomme de caroube brett mise en solution a température
ambiante ou a 80°C.

m)

La solution de gomme de caroube brute est enseitériftigée a une vitesse de 4000 g
pendant 30 minutes a 20°C (centrifugeuse Beckmiagg. culots contenant les matieres
insolubles subissent trois extractions successilgesont récupérés et séchés a l'air libre.

Les galactomannanes solubles contenus dans lesgsamts sont précipités a l'aide de deux
volumes d’éthanol. Le précipité est filtré puisdav I'acétone, séché a l'air libre et broyé afin
d’obtenir la gomme de caroube purifiée. Celle-tidi®e « extraite a température ambiante ou
a 80°C et purifiée » en fonction de la températigenise en solution de la gomme brute.
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Le culot et le surnageant aprés filtration sontseovwes pour la réalisation d'un dosage des
monosaccharides (section IV.1.2.3).

IV.1.2 PARAMETRES ETUDIES

IV.1.2.1 MATIERES SECHES

Une quantité d’échantillon est pesée de maniéreiggé&lans une conserve en verre tarée.
Celle-ci est ensuite placée ouverte dans une é&Wds°C jusqu’a poids constant (24h). A sa
sortie de I'étuve, la conserve est placée dansassiccateur pendant 30 minutes. Elle est
ensuite fermée et pesée.

La formule suivante permet de déterminer le poueggde matiére seche (%MS) :

Poids sec apres étuve
% MS = - - - x 100
Poids humide avant étuve

Des matiéres seches ont été réalisées, en trastiémps, pour la gomme de caroube brute,
pour les gommes de caroube purifiées extraitesngéeture ambiante et a 80°C ainsi que
lors de I'étude de solubilité (section IV.1.2.2).

I\VV.1.2.2 ETUDE DE LA SOLUBILITE

L’étude de solubilité est menée sur des solutiemgamme 0,1 % w/v.

La solubilité est évaluée pour la gomme de carduike et pour les gommes de caroube
purifiées extraites a température ambiante et &.80feux répétitions par mesure ont éte
envisagées.

Deux températures de solubilisation ont été étsdidempérature ambiante (20°C) et 80°C.
Suivant la température, quatre temps différentanike en solution ont été envisagés. A
température ambiante, les temps de solubilisatiisis sont 30, 60, 120 et 180 minutes. A
80°C, les temps testés sont 5, 10, 30 et 60 mirfDiesA et al, 2008).

Pour mesurer le pourcentage de solubilité, I'édhant de gomme est solubilisé a la
température établie pendant le temps fixé. Aprdsirdervalle de temps, la solution est
centrifugée a une vitesse de 4000 g pendant 15tesirru20°C (centrifugeuse Beckman) pour
éliminer le matériel insoluble. Une matiere séckection 1V.1.2.1) est réalisée sur le
surnageant et permet la détermination du pourcerdagolubilisation.

concentration du surnageant (m_‘{l])
m x 100

% solubilité = mg)

concentration de la préparation initiale (W
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IV.1.2.3 COMPOSITION EN MONOSACCHARIDES

Les monosaccharides sont dosés par chromatograghiphase gazeuse (CPG) apres
hydrolyse et dérivatisation en leurs acétates dadtdrespectifs.

L’hydrolyse constitue la premiére étape du dosdgsseréalisée sur 50 mg d’échantillon par
ajout de 3 ml d’'HSQO, 1 M. Elle se déroule pendant 3h dans une étuv@0aCl La réaction
est stoppée par refroidissement des tubes dankda gt ajout de NMDH 15 M jusqu’a
obtention d’'un pH neutre ou alcalin.

400 pl de I'hydrolysat sont réduits en alditols pgout de 2 ml de DMSO contenant 2% de
NaBH,. La réduction se déroule dans un bain marie a 4#@&lant 90 minutes. L’'ajout de
0,6 ml d’acide acétique glacial permet la destarctie I'excés de NaBH

L’acétylation est effectuée par ajout de 4 ml dime acétigue pendant 15 minutes a
température ambiante en présence de 0,4 ml de Hylindidazole comme catalyseur. La
réaction d’acétylation est arrétée par additiod@enl d’eau distillée.

Apres refroidissement, 3 ml de dichlorométhane ClF) sont additionnés et les acétates
d’alditols correspondant a chaque monosaccharidesgparés de la phase aqueuse. La phase
inférieure est récupérée a la pipette pasteurdifitte injectée en CPG. Deux répétitions ont
éte réalisées par échantillon.

Le 2-déoxyp-glucose est utilisé comme standard interne. Ulilitnd de solution de standard
interne 1mg/ml est ajouté apres I'hydrolyse. Lemdards utilisés sont lg€+)-rhamnose, le
D(-)-arabinose, I®(+)-xylose, leD(+)-mannose, |®(+)-glucose et I®(+)-galactose.

Les analyses ont été réalisées a l'aide d'un chimgnaphe en phase gazeuse Hewlett-
Packard Agilent 6890 series équipé d’'une colonnd Héthyl siloxane (30m x 0,32mm ;
épaisseur du film 0,25 um). Les échantillons spjectés « on column ». L’hélium est utilisé
comme gaz porteur. Le débit s’éleve a 1,6ml/mintdrapérature d’injection est de 290°C. Le
programme thermique du four débute a une températitiale de 120°C maintenue durant
une minute. La température augmente de maniérail@usqu’a 220°C et ensuite jusqu’a
290°C en 35 minutes. Enfin, elle se stabilise dectmpérature pendant 4 minutes. Les
composes sont détectés par ionisation dans la featn820°C.
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Pour chaque standard de monosaccharide, un fagdéevéponse est calculé par rapport au
standard interne. Il permet la correction de |das&r du pic de chaque monosaccharide car la
sensibilité du détecteur est variable selon le aisé@ doser.

_ Smono X M
Ssi X Mpono

Avec Fr, le facteur de réponsenom, I'aire du pic du standard de monosaccharidg i'&re
du pic de standard interne ;sMla masse de standard interne (mg)moM la masse du
standard de monosaccharide (mg).

Le pourcentage en chague monosaccharide est dééedmila maniére suivante :

M. XS
% monosaccharide = St MOTY_ % 100
Ssi X Fr X Mgcp

Avec M, la masse de standard interne (mgjqns la surface du pic de monosaccharide dans
I'échantillon ; S, la surface du pic de standard interne ; Fr, &defar de réponse etdy, la
masse d’échantillon injectée exprimée en matieckesémg).

IV.1.2.4 ETUDE RHEOLOGIQUE

Les propriétés rhéologiques d’écoulement et deoeissticité de la gomme de caroube brute
et purifiée ont été caractérisées sur des solufiehsv/v. La gomme de caroube a été mise en
solution a température ambiante ou a 80°C pendantiButes sous agitation mécanique.

Les mesures rhéologiques ont été réalisées a ldiale rhéometre a contrainte imposée
Bohlin CVO 120 High Resolution (Bohlin Instrumeng&quipé d’'un bain marie d'eau. Une
sonde de type cOne-plan (angle du cone 4° et diaMBtmm) a été employée et l'intervalle a
été fixé a 150 um. Les échantillons ont été analgséne température de 25°C.

La viscosité apparentq) et la contrainte tangentiellg) (sont exprimées comme une fonction
du gradient de vitesse (D) allant de™&300 &. 60 points sont enregistrés par essai sur une
échelle logarithmique.

Pour mettre en évidence les caractéristiques Jiastigues, le balayage de fréquence allant
de 0,01 Hz a 10 Hz a été mené a une amplitude aitestle 1 Pa. AXIA et al. (2008) ont
démontré gu’'a cette amplitude la gamme de vischiélgsest linéaire. Les variations du
module d’élasticité (G’), du module de viscosité’Y8ont des fonctions de la fréquence.

26



Matériel et méthodes

V.2 MESURE DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE f-MANNANASE

IV.2.1 MESURE COLORIMETRIQUE DE L' ACTIVITE ENZYMATIQUE

L’activité enzymatique p-mannanase est mesurée a laide d'un kit de dodem
Mannazyme Tablets (Megazyme).

Le substrat, fourni sous forme de tablettes pré&tésmploi, est constitué de galactomannanes
de caroube sur lesquels sont greffés de I'azuiimecas d’hydrolyse par urfemannanase,
des fragments teintés et solubles en milieu aqgeunklibérés. Le relachement de ceux-ci est
mis en évidence par une augmentation de I'absoebart®0 nm et peut étre directement relié
a l'activité enzymatique.

0,5 ml d’extrait enzymatique placé dans un tubese&me sont nécessaires pour la mise en
ceuvre du test enzymatique colorimétrique. Le tudbekacé pendant 5 minutes dans un bain
marie a 40°C. La réaction est initiée par I'ajolung tablette Beta-Mannazyme. Aprés 10
minutes, elle est stoppée par addition de 10 nslodigion Trizma Base (2% w/v, pH 8,5). Le
tube est ensuite vigoureusement agité et laisssmpérature ambiante pendant 5 minutes pour
le développement de la coloration. Il est mélangé nouvelle fois avant d’étre filtré
(Whatman n°1).

Un blanc est préparé par ajout d’'une tablette B&anazyme a 0,5 ml de tampon acétate pH
4,6. Le protocole appliqué est identique a cels éehantillons. Le blanc est utilisé comme
zéro au spectrophotometre.

L’absorbance des filtrats est mesurée avec un rgpdeitométre UV/visible Pharmacia
Biotech Ultrospec 4000 a une longueur d’onde de 860 Si I'absorbance atteinte est
supérieur a 1,4, une dilution est nécessaire.

Une unité d’activité enzymatique est définie cométent la quantité nécessaire pour relacher
une nanomole de sucres réducteurs mesurés en legisvanannose par minute sous les
conditions définies du dosage.

La droite d’étalonnage de Il'activité enzymatiquel@fi-mannanase a été établie a l'aide
d’'une endg3-mannanase commerciale produite papergillus nigerprovenant de la firme
Megazyme (figure 14). L’activité enzymatique erfimannanase a pH 4,6 et a 40°C est
exprimée en fonction de I'absorbance a 590 nm.
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Figure 14. Droite d'étalonnage de l'activit§B-mannanase a pH 4,6 et & 40°C.

L’activité endof-mannanase par ml de I'extrait enzymatique esué@dcen tenant compte de
toutes les dilutions :

Activité f—mannanase par ml (U/ml) =Y X2 X D
Dans laquelle,
- Y représente l'activité enzymatique exprimée enténpar dosage (0,5 ml)

- 2 convertit I'activité end@-mannanase par 0,5 ml en activité efidmannanase par
ml

- D représente le facteur de dilution supplémentééréextrait enzymatique original

IV.2.2 MISE AU POINT D'UNE METHODE D’EVALUATION DE L’ACTIVITE
ENZYMATIQUE PAR MESURE DE VISCOSITE

Les mesures de viscosité sont réalisées a I'aide diéomeétre a contrainte imposée Bohlin
CVO 120 High Resolution (Bohlin Instruments) équgdén bain marie d’eau. Un systeme a
cylindres coaxiaux (diametre 25 mm) a été empldyérgervalle a été fixé a 150 um. Les
échantillons ont été analysés a une températud@ e
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IvV.2.2.1 PREPARATION DES BLANCS

Le premier blanc, utilisé lors des mesures réaigirir les radicelles, les cotylédons et les
enzymes commerciales, correspond a une solutiggoaene de caroube 2% préparée dans le
tampon acétate pH 4,6.

Le deuxieme blanc nommé blanc endospermes estrpréplaide de 7,5 g d’endospermes
décongelés placés dans 30 ml de tampon acétatedpBels endospermes sont désactivés par
chauffage a 100°C et filtrés sur nylon.

IV.2.2.2 PREPARATION DES TEMOINS

Quatre solutions témoins sont préparées a I'aideaymes commerciales.

Pour 100 ml de gomme de caroube 2% préparée daasfon acétate pH 4,6, les quantités
suivantes d’enzymes sont ajoutées :

- 2 pl depB-mannanase (Megazyme, 285 U/ml)

- 50 ul deB-mannosidase (Megazyme, 100 U/ml)

- 10 pl dea-galactosidase (Megazyme, 500 U/ml)
- 50 ul deB-mannosidase + 10 ul de galactosidase

Les enzymes sont ajoutées juste avant le mélahigéra-turrax.

IV.2.2.3 PREPARATION DES SOLUTIONS DE GERMES, DE COTYLEDONS ET
D' ENDOSPERMES

14 cotylédons ou radicelles sont nécessaires adpamtion d'une solution. Ce nombre
correspond a la quantité de radicelles ou de abiyle que l'on retrouve pour 5 g
d’endospermes. Les radicelles ou les cotylédons m@myés a I'Ultra-turrax dans 30 ml de
solution de caroube 2% (tampon acétate pH 4,8)trsf sur tamis métallique afin d’éliminer
les plus grosses particules susceptibles de pertieb mesures de viscosité.

En ce qui concerne les endospermes, la solutionpestarée par broyage de 7,5 g
d’endospermes pelés dans 30 ml de tampon acétadeopi filtration sur tamis métallique.

La détermination des parametres des mesures @slgisats seront présentés dans les sections
V.3etV.4,
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IVV.3 EXTRACTION ET PURIFICATION DES [(-MANNANASES DE
GRAINES DE CAROUBE EN GERMINATION

IV.3.1 GERMINATION DES GRAINES DE CAROUBE
Le protocole de mise en germination est basé surdeaux de MCLEARY (1974).

Les graines de caroube subissent un traitemene &cithide d’HSO, 10 M pendant une
heure sous agitation mécanique. Elles sont ensgtioyées abondamment avant d'étre
trempées dans de I'eau distillée pendant 24 h.

Les graines préalablement traitées sont mises emimgion dans du papier essuie-tout
humidifié a l'aide d’eau distillée (figure 15). @etétape correspond au premier jour de
germination. Les graines de caroube se développdabri de la lumiére et a température
ambiante. Le papier essuie-tout est maintenu hupadeles arrosages réguliers a I'aide d’'une
pissette d’eau distillée.

Figure 15. lllustration de la mise en germination ds graines de caroube.

Les premieres radicelles émergent peu apres let digbla mise en germination. Du sixieme
jour au neuvieme jour de germination, les grainast sécoltées. Les endospermes sont
séparés des radicelles et des cotylédons. Legatitis parties récoltées (figure 15) sont
congelées.

30



Matériel et méthodes

IV.3.2 EXTRACTION DES [-MANNANASES

Un protocole d’extraction dggmannanases des endospermes germés de caroubétabété
sur base des travaux réalisés paQVEARY (1983a) concernant Ifsmannanases de guar.

Les B-mannanases sont extraites a partir de 25 g d'pedoes de graines de caroube
germées (section 1V.3.1). Les endospermes sontndétés a I'air libre avant le début de
I'étape d’extraction.

Les endospermes sont placés dans un tampon aqgthtd,6 (150 ml pour 25 ¢
d’endospermes) et broyés dans celui-ci a I'aide ditra-turrax.

L’extraction est réalisée sous agitation a 30°QCCQMEARY, 1975) pendant 5h en présence
d’une tres faible quantité d’azide de sodium (sech.2.2.1).

Aprés cette étape, I'extrait brut est homogénétstlted sur nylon (porosité 100 um) afin
d’éliminer les plus grosses particules. Le filtest récupéré et centrifugé a 10000 g pendant
20 minutes a température ambiante a I'aide d'unériftegeuse Beckman.

A lissue de la centrifugation, un jus dilué cordgahlesp-mannanases est obtenu. Un dosage
colorimétrique de l'activitf-mannanase est réalisé sur cette fraction (sebi@nl)

IVV.3.3 CONCENTRATION ET PURIFICATION DES S-MANNANASES

Un protocole de concentration et de purificatiors flemannanases contenues dans le jus
d’extraction (section 1V.3.2) a été établi sur bdss travaux réalisés parddLEARY (1975,
1983a) concernant lg¥mannanases de luzerne, de caroube et de guarégelmment en
s’appuyant sur des recherches se rapportant arlication de -mannanases d’origine
microbienne (MEMARK et al, 1998 ; XU et al, 2002 ; [ERREIRAEet al, 2004).

1 ¥ |
_‘apg — ~\-- [~ C R -—

Figure 16. Dispositifs d'ultrafiltration et de filt ration sur gel.
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Les étapes de concentration sont menées a l'awdeedinité d’ultrafiltration Amicon 8400

(pression maximale 75 psi) munie d’'une membranépoike (porosité 5000 Da, diametre 76
mm) (figure 16). MCLEARY (1975) a estimé le poids moléculaire dgmannanases de

caroube a 22000 Da. La porosité de la membrandrafiltration est adaptée pour la
concentration def-mannanases.

Apres utilisation, la membrane d'ultrafiltrationtegconditionnée par trempage dans une
solution 100 ppm NaOCI (25°C) pendant trente misugé rincée abondamment a l'eau
distillée avant d’étre conditionnée au frigo dapd’dthanol/eau 10%.

Des tests enzymatiques colorimétriques sont r&alsmdr le rétentat contenant Ifs
mannanases mais eégalement sur le filtrat (sectich1).

Pour la purification def-mannanases, une étape de filtration sur gel assayée a l'aide
d’'une résine Sephadex G-100 (GE Healthcare). Langahe séparation d’'une résine G-100
s’étend de 4000 a 150 000 Da. Un tampon acétaik kst employé comme éluant.

La chromatographie d’exclusion moléculaire estiséal a I'aide de colonnes (tailles) en verre
de porosité 1 (figure 16). Pour 1 g de SephadeX)@G-17 ml de tampon acétate pH 4,6 sont
ajoutés. La résine est laissée au repos pendaavdtt d'étre coulée dans les colonnes a
raison de 10 ml par colonne. 10 colonnes de filtrasur gel sont nécessaires a la purification
de I'extrait enzymatique secondaire (20 ml). 100dmtampon acétate pH 4,6 sont passés sur
la colonne pour la conditionner. 2 ml d’extrait ymatique sont placés en téte de chacune des
dix colonnes a l'aide d’'une pipette pasteur. Laonok est ensuite éluée a l'aide de tampon
acétate pH 4,6. 15 fractions de 1 ml sont collectians des tubes a essai. Le débit d’élution
est dépendant de la viscosité de la solution maépasse jamais 0,5 ml/min.

Afin de repérer les tubes contenant l'activité enagiqgue B-mannanase, des tests

enzymatiques colorimétriques (section 1V.2.1) so#dlisés sur les tubes 4, 7 et 9. Si la
tendance des essais préliminaires est respecggydes 4 et 9 ne présentent pas d’activité
enzymatique a l'inverse du tube 7.

Les performances de chaque étape et les caraquéestdes extraits enzymatiques sont
présentées a la section V.2.1.
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IV.3.4 ETUDE DE LA STABILITE DE L’ ACTIVITE ENZYMATIQUE

L’étude de la stabilité de lactivité enzymatiguesd3-mannanases est orientée sur la
conservation des extraits enzymatiques.

IV.3.4.1 CONSERVATION DES EXTRAITS ENZYMATIQUES

L’étude de la stabilité des extraits enzymatiquest sntéresseée au contenant (flacons en verre
ou en polypropyléne), au mode de stockage (réfitgar et congélateur) et a I'impact de
I'ajout d’azide de sodium et de sérum d’albumingibe (BSA) (Sigma-Aldrich) a raison 0,5
mg/ml.

Afin de tester ces différentes hypothéses, un ixgazymatique ultrafiltré d’activité
enzymatique connue a été séparé en plusieursoinacsoumises a différents modes de
conservation (tableau 4). A intervalles définis 18, 36, 84, 156 heures), des prélevements
ont été effectués dans chacune des fractions dedissenzymatiques realisés dans le but de
suivre I'évolution de l'activitgd-mannanase au cours du temps.

Tableau 4. Conditions de conservation testées poliétude de stabilité enzymatique.

Mode de conservation
Réfrigérateur Congeélateur
Mode de Verre Sans ajout
conditionnement PP Azide de sodium Azide de sodium
Azide de sodium + BSA Azide de sodium + BSA
Sans ajout

I\V.3.4.2 DEPISTAGE DE L' ACTIVITE PROTEASE

En paralléle de I'étude de conservation des esxtraiizymatiques, un dépistage d’activité
protéase a été envisage.

Un milieu de culture permettant la déterminatios detivités enzymatiques protéolytiques
est préparé. Pour 900 ml, 13,5 g d’agar sont pes@goutés a 600 ml d’eau distillée. La

poudre de lait est prévue séparément a raison Segldans 350 ml d’eau distillée. Les deux
flacons sont stérilisés pendant 20 minutes a 12Q&préparation séparée des solutions
permet d’'éviter des problemes de floculation led’dutoclavage. Apres stérilisation, 300 ml

de la solution de lait sont ajoutés a la soluti@yar.
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Pour la réalisation du test protéase, des carrddtdepapier (Whatman n°1, 50 x 50 mm)
sont trempés dans les différentes solutions enZgues et déposeés sur le milieu de culture.
La présence de protéases est recherchée danstdets ele3-mannanases bruts et contenant
de l'azide de sodium. Une solution 1 mg/ml de papaiFluka ; 3,08 U/mg) est utilisée
comme témoin positif. Les blancs sont réalisés aedieau distillée.

Apres 24h dans une étuve a 30°C, les boites de deétr controlées. Le test est considére
positif lorsqu’'un halo transparent apparait autdurpapier filtre. Une auréole translucide
indique I'existence d’une activité protéase daasttait enzymatique.

A la fin de ces expériences, une technique de ceaisen optimale sera choisie en vue de
préserver 'activité enzymatique des différentgaiig.

V.4 MISE AU POINT ET VALIDATION D "UNE METHODE D’ANALYSE
DES (GALACTO )-MANNO -OLIGOSACCHARIDES PAR AEC-PAD

Une meéthode originale de chromatographie d’échangenique couplée a une détection
amperomeétrigue pulsée (AEC-PAD) a été établie pamalyse des (galacto)-manno-
oligosaccharides.

IV.4.1 STANDARDS

Neuf standards ont été utilisés lors de la valmlatie méthode. Les standards sont préparés
dans de I'eau ultrapure. Le mannose (M) et le gadac(G) proviennent de Sigma-Aldrich.
Le B-1,4-D-mannobiose (Man2), &-1,4-D-mannotriose (Man3), IB-1,4-D-mannotetraose
(Man4), le3-1,4-D-mannopentaose (Manb), 8el,4-D-mannohexaose (Man6), ¢el,6-D-
galactosyl-mannobiose (GallMan2) et leadi-,6-D-galactosyl-mannopentaose (Gal2Man5)
ont été obtenus aupres de la firme Megazyme. Let@uaies standards a été estimée par AEC-
PAD.

IV.4.2 APPAREILLAGE ET CONDITIONSAEC-PAD
Un systeme ICS-3000 (Dionex) est employé lors geementations.

La séparation chromatographique des pics est ééalis 'aide d’'une colonne analytique
CarboPac PA100 (250 mm x 4 mm, Dionex) et d'unemmoé de garde CarboPac PA10 (40
mm X 4 mm, Dionex). Le débit est fixé a 1 ml pamuote. La température des colonnes
s’éléve a 30°C. Le volume d’injection est de 25 pl.
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Les solvants d’élution sont préparés a l'aide d®ONa50% de qualité réactif garantie,
d’acétate de sodium trihydraté pour analyse etulidaapure. Le solvant A consiste en une
solution de NaOH 100 mM. Quant au solvant B, ig#’a’une solution d’acétate de sodium
trihydraté 600 mM et de 100 mM de NaOH. Les solva@t et D correspondent
respectivement a 500 mM de NaOH et a de I'eaupute Les solvants sont dégazés en
continu par de I'hélium.

Le gradient d’élution ayant permis la séparatioa deuf standards est présenté a la section
V.5.

Les sucres sont détectés par ampérométrie pulaéalsavatisation au niveau de I'électrode
en or. Les potentiels appliqués a I'électrode sdft = 0,1 V (400 ms, intégration de 200 a
400 ms), E2 =-2V (20 ms), E3 =0,6 V (10 ms) £t£0,1 V (60 ms).

Un logiciel Chromeleon 6.80 permet la mise en pktdéacquisition des données.
IV.4.3 DESCRIPTION DES CRITERES DE VALIDATION

Sept criteres de validation ont été envisagédin&arité, la limite de détection, la limite de
quantification, la répétabilité et la reproducitiéilde l'injection, la justesse et la résolution
des pics.

IV.4.3.1 DROITE D’ETALONNAGE ET LINEARITE

La droite d’étalonnage pour chaque standard esttieote par régression linéaire au sens des
moindres carrés. Six concentrations s’étalant s gamme allant de 0,01 mg/ml a 0,1

mg/ml. Trois répétitions par concentration soneetifiées. Le coefficient de détermination R2

permet I'évaluation de la linéarité des droitegal@nnage. Il doit étre supérieur a 0,989 pour
étre validg GorFIN et al, 2009).

IV.4.3.2 LIMITE DE DETECTION

La limite de détection (LOD) est déterminée pandlyse de dilutions successives d’une
solution mix des 9 standards. La LOD est la comaéinh pour chaque standard pour laquelle
le rapport signal/bruit égal a 3 est respectérf® et al, 2009).

IV.4.3.3 LIMITE DE QUANTIFICATION

La limite de quantification (LOQ) est recherchée gitutions successives d’'une solution mix
des 9 standards. Elle correspond a une concemirpbar chaque standard qui produit un
rapport signal/bruit équivalent a {BoFFIN et al, 2009).
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IV.4.3.4 REPETABILITE DE L 'INJECTION

La répétabilité de I'injection pour chaque standest évaluée par cing injections successives
d’'une méme solution de standards de concentrafiom@/ml.

Les coefficients de variation sont acceptables sdnt inférieurs a 6%. Ce coefficient limite
est fixé en fonction de la gamme de concentrat@wp(n, 2008).

IV.4.3.5 REPRODUCTIBILITE DE L 'INJECTION

La reproductibilité de l'injection pour chaque slard est déterminée par cing injections
d’'une méme solution de standards de concentratbm@/ml. Les injections sont réalisées
pendant cing jours différents.

Pour la gamme de concentration étudiée, les coaifie de variation doivent étre inférieurs a
12% pour que la méthode soit reproductibled®, 2008).

IV.4.3.6 JUSTESSE

La justesse de la méthode correspond au biais re&pan pourcentage entre la valeur
théorique et la valeur mesuréee(l$kiN et al, 2008). Le biais est calculé pour chaque
standard a une concentration de 0,1 mg/ml.

La justesse est satisfaisante si les biais sonpasrmantre 90 et 110% (BIN., 2008).

IV.4.3.7 RESOLUTION DES PICS

Plusieurs standards ont des temps de rétentiorhgspain facteur de résolution (R) rend
compte de la séparation des pics. Il est calclbdh $&quation suivante :

(trca) — trm))

R =118 x
(84 + 65)

Avec R, le coefficient de résolution,, les temps de rétention &tles largeurs des pics a mi-
hauteur.

Des facteurs de résolution sont calculés pour lanose et le galactose (pics 1 et 2) et le
mannohexaose et le di-galactosyl-mannopentaoss @iet 9) aux deux concentrations
extrémes de la gamme : 0,01 et 0,1 mg/ml.
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V.5 ANALYSE ENZYMATIQUE

IV.5.1 OPTIMISATION DES PARAMETRES DHYDROLYSE

La stabilité de I'activit§3-mannanase en fonction de la température et du¢td étudiée afin
de déterminer les parametres optimaux a sélectiggome les tests d’hydrolyse.

Pour I'étude de l'activité enzymatique en fonctida la température, les tests enzymatiques
colorimétriques (section 1V.2.1) ont été réaliséagides bains de température diverses : 0°C
(glace), 20°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 60tCaH°C.

En ce qui concerne la stabilité par rapport au yHextrait enzymatique (pH 4,6 ; 40 ml) a
été séparé en plusieurs fractions de 4 ml. Chadiemére elles subit une variation de pH par
ajout de NaOH (0,1 M ; 1M) ou de HCI (0,1 M, 1 NDes tests enzymatiques colorimétriques
(section 1V.2.1) sont effectués sur les fractiomgyenatiques dont le pH s’étend sur une
gamme allant de 2 a 11.

IV.5.2 TESTS DHYDROLYSE

Le substrat utilisé lors des différents tests dibiygse est de la gomme de caroube 0,1 % w/v
purifiée a température ambiante et séchée a Haie.l Le volume de substrat utilisé par
hydrolyse s’éléve a 50 ml. Les solutions de gommeatoube purifiée sont préparées dans
du tampon acétate pH 4,6.

Deux tests d’hydrolyse ont été menés a partir daitst enzymatiques. Le premier essai a
employé 10 ml d’extrait enzymatique secondaire ya8l) issu de la premiére ultrafiltration.
L’autre a été realisé a I'aide de 10 ml d’extraizy@matique final (49 U/ml) provenant de la
filtration sur gel et de la deuxieme ultrafiltrati¢gsection V.2).

Les différentes hydrolyses sont menées, sous agitatecanique, a pH 4,6 et a 40°C sur base
des tests de stabilité enzymatique relatifs aifoisation des parametres.

Des prélevements de 2 ml sont réalisés durant ileg gremiéres heures et un dernier
prélevement est effectué aprés 24h d’hydrolyse.différents prélevements sont chauffés a
100°C dans un bain marie afin d’inactiver les enggnils sont ensuite filtrés sur membrane
nylon 0,45 um avant d’étre injectés en AEC-PAD plaudétermination de leur composition

en oligosaccharides.
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V RESULTATS ET DISCUSSIONS

Afin de répondre aux deux objectifs de ce mémajoatre volets ont été développés :

- La caractérisation du substrat d’hydrolyse (sec¥dl).

- La mise en ceuvre d’'un protocole de concentratiate giurification def-mannanases
extraites de graines de caroube en germination. €émnee de stabilité dep-
mannanases au cours du temps a également étegarevisction V.2). Pour rappel,
les B-mannanases sont des endohydrolases clivant issnginternefl-1,4 de la
chaine principale de mannoses qMLEARY, 1988). Parmi les enzymes décrites
(section 11.4), elles sont les seules capables a@lener des oligosaccharides. C'est
pourquoi ce travail se focalisera sur leur étudeuatpurfication.

- La mise au point d’'une méthode d’évaluation detiN@€ enzymatique par mesure de
la viscosité (sections V.3 et V.4).

- La mise au point et la validation d’'une méthodendlgse des galacto-manno-
oligosaccharides par AEC-PAD (section V.5) et ligea des hydrolysats de gomme
de caroube purifiée (section V.6).

V.1 CARACTERISATION DE LA GOMME BRUTE ET DE LA GOMME
PURIFIEE

Cette section est consacrée a la caractérisatiota aeatiere premiére d’hydrolyse. Elle
permettra de mettre en évidence, a travers lesriptép de solubilité, la composition en
monosaccharides et les propriétés rhéologiques, fdegeurs susceptibles d’influencer
I'hydrolyse enzymatique et le profil chromatograpie qui en découle.

Il est intéressant de travailler avec de la gommaecaroube purifiée car quelle que soit
I'origine géographique de la gomme de caroube uldfipation permet d’obtenir un produit
plus standardisé. Elle élimine également une nméjde composés insolubles et diminue ainsi
d’éventuelles interférences a une bonne hydrolyseproduit purifié devrait présenter une
solubilité accrue bénéfique au travail des enzymes.

En outre, I'influence de la température sur legediintes propriétés étudiées a également été
envisagee.

Les gommes ont été purifiees comme indiqué a laosely/. 1.
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V.1.1 MATIERES SECHES

Les pourcentages de matiere seche (section IV)loBténus pour la gomme de caroube brute
et pour les gommes purifiées issues des extraclicempérature ambiante ou a 80°C sont
présentés dans le tableau 5. lls seront utilisés dé& détermination de la composition en
monosaccharides.

Tableau 5. Pourcentage de matiere seche pour lesngmes brutes et purifiées.

Gomme purifiée extraite a  Gomme purifiée

Gomme brute , . o
température ambiante extraite a 80°C

% MS 93,2+0,2 92,8+0,2 89,5+0,2

V.1.2 ETUDE DE LA SOLUBILITE

L’étude de solubilité est présentée sous forme el’cinétique exprimant le pourcentage de
solubilité en fonction du temps de solubilisatigpour les deux températures testées
(température ambiante et 80°C) et pour les trggegyde gommes (gomme brute et gommes
purifiées extraites a température ambiante ou &BEFection 1V.1.2.2) (figure 17 et 18).

Ces graphiques mettent en évidence qu’'aux deuxé&etyses de dissolution, plus le temps
de solubilisation est grand, plus la mise en sotugist efficace.

Pour les trois types de gomme de caroube, la silation est plus performante a 80°C. Cette
observation est confirmée dans la littératureL(RRD et al, 2007 ; MOREIRA et al, 2008).

En raison de son ratio mannose/galactose élevélj4ta gomme de caroube doit étre
chauffée pour étre totalement soluble (section3).2Cette différence est nettement moins
marquée pour la gomme de caroube purifiée extaaieanpérature ambiante qui présente des
propriétés relativement similaires a températurbiante et a 80°C.

Les pourcentages de solubilité obtenus lors degrarpntations sont en-deca des valeurs
retrouvées dans la littératureolRARD et al, 2007 annoncent des pourcentages de
solubilisation de I'ordre de 50% a 5°C et de 90852C.

Pour la gomme de caroube brute, une quantité depasds insolubles supérieure a la
moyenne pourrait expliquer ces résultats.

En ce qui concerne les gommes purifiées, un prablém granulométrie pourrait étre a
I'origine de ces résultats inférieurs. En effetbteyage du précipité de purification séché a
I'air libre ne permet pas I'obtention d’'une poudiree mais bien de particules plus grossiéres.
Ce phénomene augmente les difficultés de mise latign
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Figure 17. Cinétique de solubilité dans l'eau a tepérature ambiante des gommes de caroube brute et
purifiées (GB = gomme de caroube bruteGPRT = gomme de caroube purifiée a température amante,
GP80 = gomme de caroube purifiée a 80°C).

Dans le cas de la solubilisation a 20°C, la gommeatoube purifiée, extraite a température
ambiante, posséde les meilleures propriétés ddistdu Cette tendance pourrait s’expliquer
par la sélection, lors de la purification, de gidatannanes riches en galactose et donc plus
solubles. Les galactomannanes ayant un ratio mefgalactose plus élevé n'auraient pas été
mis en solution lors de la purification.
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Figure 18. Cinétique de solubilité dans I'eau a 8@ des gommes de caroube brute et purifiées (GB =
gomme de caroube brute, GPRT = gomme de caroube pfiée a température ambiante, GP80 = gomme
de caroube purifiée a 80°C).
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Lors de la solubilisation a 80°C, les trois types gbmme présentent une cinétique de
solubilisation similaire. A cette température, ¢@dactomannanes sont solubles dans I'eau peu
importe leur substitution en galactose. Cependangomme de caroube purifiée extraite a
température ambiante garde des propriétés de Bmuhipérieures aux deux autres gommes
comme dans le cas de la solubilisation & 20°C.

V.1.3 COMPOSITION EN MONOSACCHARIDES

La composition en monosaccharides (%) des difféeeegommes et des culots résiduels
d’extraction (section 1V.1) est présentée danaldeau 6.

Les facteurs de réponse pour chaque monosacclerlde matieres seches des échantillons
sont présentés en annexe 2.

Le taux de galactomannanes est obtenu par addisnpourcentages de mannose et de
galactose. Quant au ratio mannose/galactose, gitsédu rapport des compositions en
mannose et en galactose.

Tableau 6. Composition en monosaccharides (%), eralgctomannanes (%) et ratio mannose/galactose
pour les gommes de caroube brute et purifiées et poles culots de purification. (GB, gomme de caroub
brute ; GPRT, gomme de caroube purifiée extraite dempérature ambiante ; Culot RT, culot issu de
I'extraction a température ambiante ; GP80, gomme € caroube purifiée extraite a 80°C ; Culot 80, culo
issu de I'extraction a 80°C).

GB GPRT CulotRT GP80  Culot 80

Rhamnose 0,11 0,00 0,16 0,00 0,43
Arabinose 1,04 0,32 1,64 0,50 5,25

Xylose 0,27 0,25 0,29 0,26 0,76

Mannose| 71,12 77,58 76,68 80,40 27,60

Glucose 0,79 0,00 0,17 0,25 1,02

Galactosg 16,48 21,43 15,99 18,24 9,18
Galactomannanes 87,60 99,00 92,67 98,64 36,78
M/G ratio 4,32 3,62 4,80 4,41 3,01

Autres sucres simplgs 2,20 0,57 2,26 1,01 7,46
Sucres totau 89,80 99,58 94,92 99,65 44,24
Composés indétermings 10,20 0,42 5,08 0,35 55,76
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Les taux de galactomannanes rencontrés dans leng®brute et purifiées indiquent que les
deux types de purifications ont permis d’éliminaneusérie de composés comme des
protéines, des lipides, des minéraux, de la ligmnhee la cellulose. Ces résultats sont en
accord avec la composition de la gomme de caroultte let purifiée présentée a la section
[1.2.2.1 (LOPEZ DA SILVA et al, 1990, ADRADE et al, 1999). Seule, la quantité de

galactomannanes dans la gomme brute est Iégéerenfiénéure a la valeur attendue. Cette
différence peut provenir de I'origine commerciateld gomme de caroube.

Le culot de l'extraction a température ambiante tiemh une grande proportion de
galactomannanes (92,67%) contrairement au cultiextigaction a 80°C (36,78%). Des lors,
il apparait qu'a solubilisation a température amteade la gomme brute, une partie des
galactomannanes n’est pas mise en solution. Adiis®, la purification a 80°C solubilise une
plus large gamme de galactomannanes.

Les ratios mannose/galactose observés pour legeatits types de gomme se situent dans la
gamme attendue. En effet, la gomme de carouberessa ratio mannose/galactose moyen
égal a 4 (RRVATHY et al, 2005 ; SrTIKIOYOTHIN et al, 2005). La gomme purifiée a
température ambiante posséde un ratio mannosefsdaplus faible que les deux autres
types de gomme. La mise en solution a températmnaamte sélectionne notamment les
galactomannanes les plus riches en galactose.f&mn @fux-ci constituent la fraction soluble
a faible température (BREIRA et al., 2008). A 80°C, la gomme de caroube peut étre
solubilisée totalement (section 11.2.3). A I'inverde ratio mannose/galactose du culot issu de
I'extraction a température ambiante est élevé ¢éngigue qu’il est principalement composé
de galactomannanes peu substitués. Ces observatiornrsborent les performances
supérieures de solubilisation de la gomme de carpubfiée extraite a température ambiante
(section V.1.2). Cette gomme est riche en galactoraiaes fortement substitués ce qui lui
confere des propriétés de solubilité similairesragérature ambiante et a 80°C.

Les quantités minoritaires de rhamnose, d’arabindseylose et de glucose retrouvées dans
les gommes sont en accord avec les travaux oleZd DA SiLvA et al. (1990). Elles
proviennent probablement d’hémicelluloses et destsuizes pectiques. La purification
élimine une partie de ces composés car ils sontertres dans les culots résiduels de
purification.

Il a été observé que les surnageants de précguitag contenaient que de faibles traces en
galactomannanes.
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V.1.4 ETUDE RHEOLOGIQUE

V.1.4.1 PROPRIETES D’'ECOULEMENT

Les propriétés d’écoulement ont été analysées lgsutrois types de gomme a température
ambiante et & 80°C (section 1V.1.2.4). Deux typescdurbe sont rencontrées : la contrainte
tangentielle ou la viscosité apparente en fonafiwigradient de vitesse (figure 19).

Les valeurs de viscosité & 16 st 300 & sont présentées dans le tableau 7. La viscodifé a
s* rend compte de la consistance en bouche du prihaits que la viscosité & 300 met en
évidence les propriétés d’écoulement du produiegefu’elles pourraient étre dans un
procédé industriel notamment lors d'une étape depage (DKIA et al, 2008). Le seuil de
plasticité s’exprime par la contrainte tangenti@liéiale. Le facteur fcorrespond au gradient
de vitesse nécessaire pour abaisser la viscosttélende 1 unité. Ce facteur permet de
quantifier le caractere rhéofluidifiant.

A) Solubilisation a RT B) Solubilisation & 80°C
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Figure 19. Propriétés d'écoulement de la gomme damube brute (GB) et des gommes purifiées extraites
a température ambiante (GPRT) et a 80°C (GP80) : Agourbe d’écoulement a température ambiante, B)
courbe d'écoulement & 80°C, C) courbe de viscosité température ambiante, D) courbe de viscosité a
80°C.
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La figure 19 montre que la contrainte tangentietléa viscosité apparente varient en fonction
du gradient de vitesse; ce qui est caractéristigies fluides rhéofluidifiants ou
pseudoplastiques. De plus, la contrainte tangémtiel coupe pas I'axe des X en 0. La gomme
de caroube présente un seuil de plasticité reps de tableau 7 comme étant la contrainte
tangentielle initiale.

Tableau 7. Paramétres de la viscosité a températurmbiante et a 80°C des trois types de gommes de
caroube : brute (GB), purifiée extraite a températwe ambiante (GPRT) et purifiée extraite a 80°C
(GP80).

Solublllsatlon. a température Solubilisation & 80°C
ambiante
GB GPRT GP80 GB GPRT GP80
Viscosite apparente |, 6,27 0,45 2,06 4,23 2,51
initiale (Pa.s)
Viscosité apparente
410 € (Pa.s) 0,13 2,52 0,28 1,40 2,67 1,71
Viscosité apparente
3300 &(Pa.s) 0,05 0,32 0,10 0,23 0,40 0,30
Contrainte tangentielle |, ; 5,74 0,43 1,89 3,89 2,25
initiale (Pa)
F, (S n.d n.d 1,84 21,59 1,25 14,78

Selon KoK et al. (1999), la viscosité est dépendante de trois dasteQuand la température
augmente, la viscosité diminue en raison du mouwemecromoléculaire accru et de la
diminution du poids moléculaire di a des dégradatithermiques. La viscosité augmente
avec la température car la solubilité s’améliore.

Les pourcentages de solubilité semblent détermieemaniére prépondérante les propriétés
de viscosité des trois types de gomme de carouddéempérature de solubilisation devrait
étre un facteur augmentant la viscosité car peamettine meilleure solubilisation des
galactomannanes. C’est le cas pour la gomme btue gomme purifiée extraite a 80°C.
Pour la gomme purifiée extraite a température antbjaa composition riche en galactose lui
permet d’obtenir une solubilisation élevée aussinla température ambiante qu’a 80°C.

Enfin, il a pu étre observé que le mode séchageait’gas d’influence sur les propriétés
d’écoulement.
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V.1.4.2 PROPRIETES VISCOELASTIQUES

Pour la gomme de caroube purifiée extraite a teatpér ambiante (GPRT), I'évolution des
modeles élastique G’ et visqueux G” en fonctionlaééquence a une contrainte de 1 Pa est
illustrée a la figure 20, pour les deux températute solubilisation (section IV.1.2.4). Le
comportement viscoélastique des deux autres typgemhme est exposé en annexe 3.

GPRT solubilisée & RT GPRT solubilisée a 80°C

1000 1000

_,l". 100 —
100 o

10 - G

0,01 01 1 10 100 0,01 01 1 10 100

G'G" (Pa)
G'G" (Pa)

0,01

Fréquence (Hz)

Fréguence (Hz)

Figure 20. Propriétés de viscosité a 20°C et a 80°@e la gomme de caroube purifiée a température
ambiante (GPRT).

Les six profils présentés sont caractéristiques daseau enchevétré. Il y a une intersection
entre G’ et G”. A faible fréquence, G” est plugagd que G'. Le caractére visqueux
prédomine. A une certaine fréquence plus élevéed&ient plus grand que G” et le
caractére élastique est prépondérant. Dans leatalBlele point | correspond a la fréquence a
laquelle la valeur de G’ devient supérieure & G”.

Tableau 8. Parameétres de viscoélasticité a tempérak ambiante et a 80°C des trois types de gommes de
caroube : brute (GB), purifiée extraite a températwe ambiante (GPRT) et purifiée extraite a 80°C
(GP80).

Solubilisation a température ambiante SolubiligaidB0°C
GB GPRT GP80 GB GPRT GP80
GalHz | 59 52.90 167 4.46 9.92 10,07
(Pa)
G'alhz | 49 38,26 262 10,56 19,10 12.12
(Pa)
G' 4 10 Hz
a) 34,97 136,32 62,75 34,01 68,17 98,27
G ?Pg)) Hz| 654 67.08 46,17 28,47 46,24 50,59
| (H2) 545 0,01 246 9.38 545 1.90
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Les régions non-substituées en galactose sont neables des interactions intra- et
intermoléculaires entre galactomannanesUBVER et al, 2003) (section 11.2.3). La gomme
de caroube posséde un ration mannose/galactose lesrmlus élevés, il existe de fortes
interactions entre les galactomannanes. Dés lessfrdquences plus élevées sont nécessaires
pour désenchevétrer le réseau.

Cette observation est confirmée par le comportemisgbélastique des différentes gommes
étudiées (figure 20, tableau 8 et annexe 3) exqepiéla gomme de caroube purifiée extraite
a température ambiante et mise en solution a ce@éme température (figure 20). Ce

phénomene est expliqué par la sélection d'une ib@jale galactomannanes riches en
galactose lors de la purification et de la mises@ntion. Il existe peu d’interactions intra- et

intermoléculaires car elles sont empéchées parrédgepce de galactoses. Des faibles
fréquences sont suffisantes pour que la réponsticela devienne supérieure a la réponse
visqueuse.

A nouveau, il a été observé que le mode séchagmih’pas d’influence sur les propriétés
viscoélastiques.

V.1.5 CONCLUSION

En raison de ses propriétés intéressantes, la gatararoube purifiée extraite a température
ambiante a été sélectionnée pour la mise en cewsdedts d’hydrolyse (sections IV.5 et
V.6). Cette gomme présente de bonnes propriét&sldeilité. En effet, grace a la sélection
de galactomannanes riches en galactose lors dealition a froid, son profil de solubilité est
élevé, similaire a basse et haute température.

L’étape d’extraction a température ambiante perdliebtenir une gomme de caroube
possédant un ratio mannose/galactose moins éledésetaractéristiques proches d'autres
gommes plus substituées comme la gomme de guagetime tara.
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V.2 EXTRACTION ET PURIFICATION DES [-MANNANASES DE
GRAINES DE CAROUBE EN GERMINATION

Un protocole de purification dgsmannanases extraites de graines de caroube eimgaom
a été adapté de maniere a intégrer des technidugsnodernes et plus rapides a mettre en
ceuvre, que les méthodes établies paCMARY (1975 ; 1983a) (section V.2.1).

Différentes techniques de conservation des exiagymatiques ont été envisagees et testées.
Le mode de stockage garantissant une stabilit€adévité enzymatique3-mannanase et
adapté a 'agencement des manipulations a été&iséleé (section V.2.2).

V.2.1 PROTOCOLE DEXTRACTION ET DE PURIFICATION DES,B-MANNANASES

La figure 21 récapitule les étapes du protocolecalecentration et de purification d@s
mannanases et les dénominations des différentitsxbtenus.

Pour rappel, une unité d’activité enzymatique &finte comme étant la quantité nécessaire
pour relacher une nanomole de sucres réducteungrésesn équivalents mannose par minute
sous les conditions définies du dosage (sectio®.1Y.

Extraction 4 l'aide d'un tampon pH 4.6

Extrait primaire
20 ml

30445 U/ml

Ultrafiltration

Extrait secondaire
20 ml

40 a 60 U/ml

Filtration sur gel (Sephadex G-100)

Extrait tertiaire
40 ml
35 U/ml

Ultrafiltration

Extrait final
20 ml
55 U/ml

Figure 21. Schéma récapitulatif de la procédure deoncentration et de purification deg3-mannanases.
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V.2.1.1 EXTRACTION DES B-MANNANASES

Les B-mannanases sont extraites de graines de caroulmeremination (section 1V.3.1)
comme décrit a la section IV.3.2.

Le jus dilué contenant lgsmannanases est récupéré en fin d’extraction edtitoa I'extrait
enzymatique primaire (figure 21). Suivant le stddegermination, une activifemannanase
de l'ordre de 30 a 45 U/ml est obtenue par dosafyggimétrique (section IV.2.1).

Une deuxieme extraction dgsmannanases est opérée sur le rétentat de fitiratime
activité enzymatique minime est retrouvée dandratxde deuxieme extraction.

Le protocole établi (section 1V.3.2) permet la ngé&xation de la grande majorité dps
mannanases extraites par le tampon acétate pHUA®.deuxieme extraction n’est pas
envisagée.

V.2.1.2 CONCENTRATION DE L 'ACTIVITE [3-MANNANASE

L’extrait primaire obtenu apres extraction dgsamannanases des endospermes (section
V.2.1.1) a été concentré par ultrafiltration (sectiV.3.3).

Les résultats montrent que I'extrait secondairgufe 21) obtenu posséde une actiBte
mannanase comprise entre 40 et 60 U/ml selonde sta germination.

Le test enzymatique réalisé sur le filtrat est ti€gh a permis de s’assurer de I'absence
d’activité B-mannanase et du bon fonctionnement de I'unitérdfiltration.

Alors que le volume est divisé par 6, I'activitezgmatique n’est pas concentrée six fois mais
environ 1,3 fois. Cela s’explique premiérement, [gaprésence d’'un volume mort sur la

membrane. Une partie des enzymes reste sur la raambet n’est pas récupérée.

Deuxiémement, le test enzymatique colorimétriqgug pere biaisé par la coloration initiale de

I'extrait mais surtout par la viscosité de celui-dine viscosité élevée entraine une moins
bonne dissolution de la tablette nécessaire dalesadion du test (section 1V.2.1). La viscosité

de I'extrait enzymatique secondaire étant plusédeyue celle de I'extrait primaire en raison

de I'étape de concentration, son actifitthannanase risque d’'étre sous-estimeée.
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V.2.1.3 PURIFICATION DES [3-MANNANASES

Une fois I'extrait enzymatique secondaire obteractisn V.2.1.2), une étape de filtration sur
gel est envisagée afin de purifier IBanannanases en éliminant les composés de poids
moléculaires éloignés (section IV.3.3).

A lissue de la filtration, les quatre fractions épentant les plus grandes activités
enzymatiques sont récupérées pour chaque colonnenisgs en commun. L'extrait

enzymatique tertiaire obtenu a un aspect trangdueichon visqueux contrairement a I'extrait
enzymatique secondaire. Cela sous-entend qu’uniicption a été opérée. Cependant,
I'activité enzymatique a été diluée et n'est pluge gle 35 U/ml. La filtration sur gel aura
purifié I'extrait enzymatique mais diminué la contration en3-mannanases.

Une deuxieme étape d'ultrafiltration est nécesgaina retrouver une activité enzymatique de
'ordre de 55 U/ml , proche de celle de I'extramzgmatique secondaire. Une unité
d’ultrafiltration adaptée a de plus petits volumagrait permis d’obtenir une activité
enzymatique finale supérieure a l'extrait secoredaien effet, l'unité d’ultrafiltration
disponible ne permet pas de descendre sous le$. 20 m

L’extrait enzymatique final obtenu est aussi coti@eque I'extrait secondaire mais plus pur.
Par rapport a I'extrait tertiaire, il est aussi puais plus concentré.

Les extraits enzymatiques intermédiaires et finsoxt en réalité des cocktails enzymatiques
car ils contiennent des activités-galactosidases eB-mannosidases en plus défs
mannanases.

Des étapes de chromatographie d’échange anionigoatienique ont été envisagées. Elles
permettraient I'obtention d’extraits enzymatiquesgement purifiés et concentrés et la
réduction des activités enzymatiques parasites.e@mt, I'activité enzymatiqued-
mannanase est trés sensible aux variations de peksdires a la réalisation de ce type de
chromatographie (section V.6.1). Ces voies onabsndonnées.

Au cours du processus d’extraction et de purifaaiid’'une durée de trois jours), une perte
progressive de l'activité enzymatique a été coastata question de la conservation des
extraits s’'est alors posée. Ces aspects serordéddans la section suivante (V.2.2).
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V.2.2 ETUDE DE LA STABILITE DE L’ ACTIVITE ENZYMATIQUE

L’étude de la stabilité de I'extrait enzymatiqueupta conservation, le dépistage de l'activité
protéase est menée a l'aide d’extraits enzymatigeesndaires (figure 21, section V.2.1.2).

V.2.2.1 CONSERVATION DE L’EXTRAIT ENZYMATIQUE

Lors des premiers essais d’extraction, une disparde I'activité enzymatique a pu étre mise
en évidence suite a des étapes courtes de coogétatide conservation au réfrigérateur. Il
s’est avéré important d’améliorer la stabilité d@4mannanase de caroube.

La premiére partie de I'étude de la conservatioasts’intéressée au contenant. Le
conditionnement dans des bouteilles en verre adgtgaré a une conservation dans des tubes
en polypropyléne. Si les extraits sont conservés di@s flacons en verre en quelques heures
I'activité B-mannanase disparait. Les concentrations faiblesorgrées dans les extraits sont
favorables a I'apparition de phénomenes d’adsampties enzymes sur le verre causant la
perte de I'activité enzymatique. Les extraits enatiques sont donc conservés dans des tubes
en polypropyléne (PP).

Cependant, la conservation dans des tubes en pplypne est une condition nécessaire mais
non suffisante a la conservation de l'activité enatique. Apreés quelques jours au
congélateur ou au réfrigérateur, I'activité enzyimat tend a disparaitre.

La possibilité d'une contamination microbienne & ébnsidérée et I'ajout d’'une faible
quantité d'azide de sodium envisagé. Celui-ci perfigradication des contaminations
bactériennes. Un ajout de sérum d’albumine bovBfeA) a été étudié pour améliorer les
propriétés de stabilité de I'extrait enzymatiqua.BSA éliminerait une série d’'effets négatifs
dus aux interactions des enzymes avec les sursatieles ou avec les interfaces air-liquide.
Une comparaison entre la conservation au réfrigaragt au congélateur a également été
examinée.

L’influence du mode de conservation (congélateurr@igérateur), de I'ajout d’azide de
sodium et de BSA a été étudiée au cours du tempoiuervation (section 1V.3.4.1). Les
résultats sont présentés a la figure 22.
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Cinétigue de conservation des
extraits

N
o

w
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Activité b-mannanase (U/ml)
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\ —o—C
10 — C BSA
0 ) —* —e—Sans ajout
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Temps de conservation (h)

Figure 22. Influence de la technique de conservatiosur 'activité B-mannanase au cours du temps. (F =
réfrigérateur + azide de Na, F BSA = réfrigérateur+ azide de Na + BSA, C = congélateur + azide de N2,
BSA = congélateur + azide de Na + BSA).

De I'analyse de la figure 22, il apparait qu’il nypas de différences significatives entre les
profils. Etant donné que les extraits produits oweht pas étre stockés pendant de longues
périodes mais sont rapidement utilisés, la conservau réfrigérateur a été sélectionnée pour
des raisons de praticité.

L’ajout de BSA n’a pas de grande influence surpespriétés de conservation. Il n’est donc
pas nécessaire d’en ajouter. Une concentratioru@oen protéines aurait pu améliorer les
propriétés de stabilité.

Un stockage au réfrigérateur dans des tubes erpnoplyléne en présence d’une faible
quantité d’azide de sodium constitue un mode deservation efficace et adapté aux
expérimentations.

La présence d’azide de sodium permet alors le meaicfune grande proportion de l'activité
enzymatique. Par conséquent une contamination riroté pouvant intervenir lors de la
germination des graines est suspectée (sectio.¥)2.
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V.2.2.2 DEPISTAGE DE L'ACTIVITE PROTEASE

Deux tests de dépistage de I'activité protéaseétdtréalisés tous les deux sur des extraits
enzymatiques secondaires : le premier (figure 28rAprésence d’azide de sodium, le second
(figure 23 B) sans azide de sodium. Pour rappglafaine est utilisée comme témoin positif.
Le blanc est réalisé avec de I'eau distillée (sectV.3.4.2).

Figure 23. Tests de dépistage de l'activité protéasd) avec azide de Na B) sans azide de Na (B = ldaR =
papaine et E = extrait enzymatique).

En présence d’azide de sodium, le papier filtretement I'extrait enzymatique ne présente
pas d'auréole translucide. Cet extrait ne contiga$ d'activité protéase. Sans azide de
sodium, le milieu de culture au niveau de I'extm@isente des contaminations bactériennes et
un halo translucide. Une activité protéase estemtés Elle provient certainement de
microorganismes qui se sont développés lors desflmigation. L'azide de sodium permet
d’éliminer les microorganismes produisant des @sas.

V.2.3 CONCLUSION

Le protocole de purification dg$-mannanases permet I'obtention d’extraits enzymasq
concentrés mais contenant des activitégalactosidases dB-mannosidases. Une étape
supplémentaire permettant d’éliminer ces enzymessjias serait idéalement nécessaire. Les
extraits seront conservés au réfrigérateur danstude=s en polypropylene afin de réduire
d’éventuels phénoménes d’adsorption sur le suppsrsubiront également un ajout d’azide
de sodium pour maintenir I'activig@mannanase, en prévenant toute contamination [gr de
protéases bactériennes.
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V.3 MISE AU POINT D'UNE METHODE D’EVALUATION DE
L'ACTIVITE ENZYMATIQUE PAR MESURE DE LA VISCOSITE

Lors de I'étape d’extraction dfsmannanases, la viscosité de I'extrait diminue aurg du
temps. Sur base de cette observation, une méthédauhtion de I'activité enzymatique par
mesure de la variation de la viscosité au coureops a été mise en ceuvre.

Des mesures seront réalisées sur les germes,tigddoms et les endospermes afin de mettre
en évidence les activités présentes dans lesetitigs parties de la graine en germination.

V.3.1 MISE AU POINT DES PARAMETRES DANALYSE

La premiére étape de la mise en place des messirda détermination des paramétres de
I'analyse. En effet, ceux-ci doivent étre fixésrdaniére a ce que les variations observées lors
des mesures ne soient dues qu’a des phénoménematiguies et non pas aux propriétés
rhéologiques des échantillons.

Des courbes d’écoulement sur une solution de goaenearoube 2% w/v préparée dans le
tampon pH 4,6 ont permis de déterminer un gradienvitesse (§ auquel la gomme de
caroube se comporte comme un fluide newtonien. iBlds cisaillements, les fluides
rhéofluidifiants ont un comportement newtonienedit nécessaire de travailler dans cette
gamme pour s’assurer que les variations de la sigcobservées ne soient pas d’origine
rhéologique. Une vitesse de cisaillement de ™1 est sélectionnée. Les données sont
enregistrées pendant trois heures a raison de w@seiren par minute soit 180 points. La
viscosité (Pa.s) est exprimée en fonction du tefs)pa un gradient de vitesse constant)l s

Des courbes d’écoulement aller-retour montrentlgugmme de caroube ne présente pas de
caracteres thixotropes et éliminent la possibditén biais lors des mesures.

Les mesures sont réalisées a 30°C c’est a diréednlpérature d’extraction d@smannanases
(section 1V.3.2).

V.3.2 MISE AU POINT DES MESURES

Afin de pouvoir comparer les résultats obtenus pesrradicelles, les cotylédons et les
endospermes, il était nécessaire d’effectuer desirag sur des blancs et des témoins.

Toutes les solutions analysées sont mélangée&a tiaun Ultra-turrax. Les temps d’attente
avant la réalisation des mesures sont standardisés.

Les courbes sont exprimées en variation de visesit rapport au blanc.
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V.3.2.1 LESBLANCS

Deux types de blanc sont employés lors des mesiigase 24). Le premier, correspondant a
une solution de gomme de caroube 2% (section NLRext utilisé lors des mesures réalisées
pour les radicelles, les cotylédons et les enzytoesmerciales. Le deuxiéme consiste en des
endospermes désactivés (section 1V.2.2.1). Il gertblanc a l'étude de la production
enzymatique des endospermes. Un blanc différent néstessaire pour I'étude des
endospermes car ils contiennent déja des galactmanas. Une solution de gomme de
caroube n’est donc pas nécessaire. Ce sont les@al@nnanes propres aux endospermes qui
seront hydrolysés en cas d’activité enzymatique.

Blancs
w2
«
e
o 1
‘©
S N
S
<
o -1
©
c
i)
g 2
G 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
>
Temps (s)
——Blanc ——Blanc endosperme

Figure 24. Profil de viscosité des blancs. (blanc solution de caroube 2%, blanc endosperme =
endospermes désactivés par chauffage).

V.3.2.2 LESENZYMES COMMERCIALES

Les enzymes commerciales vont servir de témoins.effet, suivant le type d’activité
enzymatique, les profils de viscosité obtenus siifférents. lls sont repris a la figure 25 et
exprimés en variation de la viscosité par rappotlanc.
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Enzymes commerciales
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Figure 25. Profil de viscosité des enzymes commaealgs sur une solution de caroube 2%.

Deux tendances nettes se dégagent. L’'actAatéannanase est responsable de la chute de la
viscosité contrairement aum-galactosidases et augd-mannosidases qui augmentent la
viscosité de la solution au cours du temps.Pkmannanase étant une endo-enzyme, elle
produit des oligosaccharides et donc des moléadedegré de polymérisation moins éleve
que les galactomannanes initiaux (section 11.4CEci explique la diminution de la viscosité.
Quant a la-galactosidase, en hydrolysant les galactosesaalignente le nombre de zones
non-substituées responsables des interactions eitriatermoléculaires et donc la viscosité
(section 11.2.3) Le mélange aFgalactosidases et flemannosidases permet I'obtention d’'une
viscosité deux fois plus élevée que les solutimmtenant uniguement une des deux enzymes.

V.3.2.3 LES RADICELLES, LES COTYLEDONS ET LES ENDOSPERMES

Au préalable de I'étude de la production enzymagigu cours du temps de germination, des
tests préliminaires ont été réalisés sur des solsittcontenant des radicelles, des cotylédons
ou des endospermes afin d’étudier les tendancds éeterminer un facteur permettant de

rendre compte de I'activité enzymatique au courgedups (section V.3.3).

Il est a noter que, pour les radicelles et leslédbns, le profil de viscosité constitue I'unique
outil de mesure de l'activité enzymatiq@emannanase. En effet, les tests enzymatiques
colorimétriques ne peuvent étre mis en ceuvre sueXraits obtenus apres purification et
concentration. Ceux-ci possedent une coloratiomgauf rendant impossible les mesures
d’absorbance.
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Germes et cotylédons
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Figure 26. Profil de viscosité des radicelles et deotylédons sur une solution de gomme de caroub#?2

D’aprés la figure 26, les radicelles semblent pdsséine faible activité mannosidase et/ou

galactosidase. Quant aux cotylédons, une acfrit&annanase est retrouvée ce qui n'est pas
en accord avec les observations deQVEARY (1975) qui a uniquement mis en évidence des
activitésa-galactosidases gtmannosidases.

En ce qui concerne la production enzymatique deespermes, I'activit§§-mannanase est
prédominante et occasionne une chute rapide dedasité au début d’analyse (figure 27). Le
profil concorde avec celui obtenu par hydrolyselalegomme de caroube 2% par fa
mannanase commerciale.

Endospermes
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Figure 27. Profil de viscosité des endospermes by dans un tampon acétate pH 4,6.
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V.3.3 EVALUATION DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE

Les courbes, bien que trés intéressantes, ne doguendes indicaitons qualitatives, des
tendances. Pour permettre une analyse plus fineedeurs a des valeurs quantitatives,
comparables entre elles, devrait étre une nécessité

L’opération mathématique choisie pour transfornesrtendances en données chiffrées est la
somme des carrés des écarts.

t=n

SCE = f [blanc(t) — échantillon (t)]?
t=0

La somme des carrés des écarts est calculée a gestidonnées relatives aux valeurs du

blanc (solution de caroube 2%). Il permet de mettr@vidence les variations des courbes par

rapport au profil du blanc.

Pour les endospermes, la somme des carrés des i@esttpas applicable pour rendre compte
de l'activité enzymatique. Les endospermes ont d&aartiellement hydrolysés au cours de
la germination. Deés lors, la viscosité initiale défa influencée par I'activité enzymatique. De
plus, celle-ci décroit trés rapidement au débutadeinétique pour se stabiliser par la suite.
Sur base de ces observations, la viscosité au temitips$ constitue le facteur sélectionné pour

I’évaluation de I'activité3-mannanase.

V.4 ETUDE DE LA PRODUCTION ENZYMATIQUE AU COURS DU
TEMPS DE GERMINATION

La méthode d’évaluation de I'activité enzymatiquieerau point a la section V.3 va permettre
I'étude de la production enzymatique au cours dgelanination. Celle-ci est réalisée sur les
radicelles, les cotylédons et les endospermestéscal différents stades de développement
(entre 6 et 9 jours).

Les différentes solutions analysées au rhéometne m@parées de la méme facon qu’a la
section V.3.2.3.
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V.4.1 ETUDE DE LA PRODUCTION ENZYMATIQUE DES RADICELLES

Les courbes présentées a la figure 28 pour lesellel sont exprimées en variation de la
viscosité par rapport au blanc.

L’activité a-galactosidase et/ou I'activifemannosidase est importante au sixieme jour apres
la mise en germination et décroit rapidement awdmtdisparaitre au huitieme jour de
germination. A partir du huitieme jour de germioati I'activité enzymatique résiduelle est
tres petite. Une faible activif@mannanase pourrait étre observée.

Cinétique de viscosité des radicelles

= N w
P N ol w o,

o
o

Variation de la viscosité (Pa.s)

——
-0,5
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Temps (S)
——6eme jour 7éme jour——8éme jour 9éme jour——Blanc

Figure 28. Evolution des activités enzymatiques darles radicelles au cours du temps de germinatiorap
mesure de la viscosité.

Les sommes des carrés des écarts confirment ldartees annoncées (tableau 9). Celles-ci
sont de plus soutenues par les travaux @€IMARY (1974) concernant las-galactosidases
de la gomme de caroube. Il a mis en évidence uml’pitivité a-galactosidase au sixieme
jour de germination. Celle-ci décroit par la suitepidement. Quant a [I'activitd3-
mannosidase, le pic est observé peu apres la misgeenination et l'activité diminue
continuellement jusqu’a disparition au huitiemerjoDe plus, il recense une activité

galactosidase dans le germe ainsi qufghmeannosidase.

Tableau 9. Evolution de la somme des carrés des ésaau cours de la germination en fonction de l'agtité
enzymatique des radicelles.

Stade de germination  6eme jour 7eme jour 8eme jour 9eme jour

SCE 1040 294 18 9
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V.4.2 ETUDE DE LA PRODUCTION ENZYMATIQUE DES COTYLEDONS

Comme pour les radicelles, les courbes (figuresd®) exprimées en variation de la viscosité
par rapport au blanc.

Pour les quatre stades de germination étudiégol@des restent toutes inférieures au blanc
ce qui révéle la présence d'une activfémannanase. A partir du huitieme jour de
germination, I'allure des courbes de viscosité geaget présente des paliers ou des remontées.
Il semblerait que d’autres activités enzymatiquegdlactosidase ¢i-mannosidase) entrent
en compétition avec I'activit@-mannanase.

Cinétigue de viscosité des cotylédons
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Figure 29. Evolution des activités enzymatiques dans les cotylédons aaucs du temps de germination par
mesure de la viscosité.

La somme des carrés des écarts (tableau 10) ponredire en lumiere I'augmentation de
I'activité B-mannanase entre le sixieme et le septieme jogedaination. La diminution de
la SCE durant les deux derniers stades illustnerdi compétition entre les différentes
activités enzymatiques.

McCLEARY (1975) ne répertorie pas @&mannanases au niveau des cotylédons pour la
gomme de caroube mais de grandes quantitégaactosidases et femannosidases.

Tableau 10. Evolution de la somme des carrés desaéis au cours de la germination en fonction de
I'activité enzymatique des cotylédons.

Stade de germination ~ 6éme jour 7éme jour 8eme jour 9éeme jour

SCE 128 144 123 64
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V.4.3 ETUDE DE LA PRODUCTION ENZYMATIQUE DES ENDOSPERMES

La viscosité initiale des solutions d’endospermss fertement dépendante du stade de
germination (tableau 11). Elle diminue considératget avec I'augmentation du temps de
germination. Les galactomannanes contenus danseréespermes sont mobilisés par
hydrolyse pour assurer la croissance de la radicelallure des courbes de viscosité (figure
30) est similaire a celle obtenue pourBlamannanase commerciale. Ces deux observations
confirment la présence d’'une importante actigidannanase.

Cinétique de viscosité des
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Figure 30. Evolution des activités enzymatiques dans les endospermesaaurs du temps de germination
par mesure de la viscosité.

Tableau 11. Evolution de la viscosité initiale erohction du stade de germination des endospermes.

Stade de germinatior °® jour 7™ jour g™ jour g™ jour

Viscosité initiale (Pa.s 16,754 2,7597 0,52776 0,11778

La viscosité initiale des solutions de€'8t $™¢jours ne permet plus de constater la présence
de lactivité B-mannanase. Pourtant, des tests colorimétriquescteffs sur des extraits
secondaires produits a partir des endospermegééalx deux stades la mettent en évidence
(tableau 12). Les extraits enzymatiques secondaioes obtenus en suivant le protocole
d’extraction et de purification dfsmannanases (section V.2.1).

McCLEARY (1975) situe le pic d'activit§d-mannanase au niveau du neuvieme jour de
germination (figure 6). Les résultats obtenus t@s mesures en continu de la viscosité et des
tests colorimétriques ne permettent pas de coreoboomplétement cette these mais la

tendance observée va dans ce sens.
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En effet, la viscosité initiale continue de diminw cours du temps (figure 30). De plus,
I'extrait enzymatique du®d®jour présente une activifétmannanase plus élevée que celle de
I'extrait secondaire du®8%jour (tableau 12).

Tableau 12. Evolution de Il'activité -mannanase (U/ml) des extraits enzymatiques secondss obtenus a
différents stades de germination (8™ et $™jour.

Stade de germination 8eme jour 9eme jour

Activité B-mannanase (U/ml) 42,356 55,328

V.4.4 CONCLUSION

Une méthode originale d’évaluation de I'activit&gmatique par mesure de la viscosité a été
mise au point. La somme des carrés des écarta dstnhule mathématique permettant de
chiffrer les tendances observées sur les courbes.

Les résultats observés pour les germes et les peianss vont dans le sens des observations
de McCLEARY (1974, 1875). Cependant, pour les cotylédons,aatigité 3-mannanase est
mise en évidence alors que ¢a n’'a jamais été lpaasla caroube.

Afin d’améliorer et d’augmenter la précision dessomes, il serait intéressant d’aller plus loin

dans l'extraction des enzymes des différentes gsade la graine en germination. Il serait

alors possible d’obtenir un extrait pur qui pourére appliqué sur une solution de gomme de
caroube 2%.

De plus, il pourrait étre envisagé de relier lemmsms des carrés des écarts calculées aux
mesures des activités enzymatiques réalisées sageacolorimétrique par le biais d’'une
courbe d’étalonnage établie avec des solutions aheentrations croissantes en enzymes
commerciales.

Les résultats obtenus peuvent étre mis en relati@a la physiologie de la graine lors de la
germination (section 11.3). En effet, les galactomanes sont mobilisés au cours de la
germination pour la croissance du germe. |l estnabde retrouver I'activit-mannanase la
plus importante au niveau des endospermes canl®lyse les galactomannanes en manno-
oligosacchardies (MOS) et galacto-manno-oligosatdbs (GMOS). Une activitép3-
mannanase plus faible aurait été mise en évidemeévaau des cotylédons. Elle y cétoierait
des activitéf3-mannosidases et-galactosidases. Cela justifie qu’au niveau deglé@dons,
les MOS et les GMOS soient hydrolysés en oligosaigls plus petits et en sucres simples.
Enfin, au niveau des germes, des activitégalactosidases db-mannosidases seraient
présentes et leur permettraient de dégrader lagosalccharides de petits degrés de
polymérisation en sucres simples et de les utipser son développement.

61



Résultats et discussions

V.5 MISE AU POINT ET VALIDATION D '"UNE METHODE D’ANALYSE
DES (GALACTO )-MANNO -OLIGOSACCHARIDES PAR AEC-PAD

Cette section est consacrée a la mise au pointaevalidation d’'une méthode d’analyse des
manno-oligosaccharides et des galacto-manno-oligbsaides par AEC-PAD. Celle-ci

pourra, par la suite, étre utilisée pour la car&déon et la quantification des

oligosaccharides produits en cours d’hydrolyseticed/.6).

V.5.1 GRADIENT D’ ELUTION

Le gradient d’élution AEC-PAD ayant permis une sapan satisfaisante des neuf standards
est présenté dans le tableau 13. Le gradient deHNmilal permet la séparation des deux

sucres simples (galactose et mannose). Le gradiecdtate de sodium en isocration 100 mM

NaOH affine la séparation entre les différents adarcharides (figure 31). La phase de
lavage est réalisée a l'aide d’'acétate de sodiurdeesoude concentrée. Une période de
conditionnement permet de rétablir les conditianiisales pour 'analyse suivante.

Tableau 13. Gradient d'élution de la méthode AEC-PB d'analyse des (galacto)-manno-oligosaccharides.
(solvant A = 100 mM NaOH, solvant B = 600 mM acétatde sodium + 100 mM NaOH, solvant C = 500
mM NaoH et solvant D = eau ultrapure).

Temps (minutes) Solvant A (%) Solvant B (%) Solvant C (%) Solvan{®)

0 20 0 0 80
15 30 0 0 70
17 100 0 0 0
20 100 0 0 0
35 90 10 0 0
36 90 10 0 0

36,1 0 50 50 0
46 0 50 50 0

46,1 20 0 0 80
53 20 0 0 80

Le chromatogramme AEC-PAD présenté a la figurell@stre le profil d’élution obtenu pour
un mélange des neuf standards (0,1 mg/ml). Chagueumnéroté correspond a un standard
(tableau 14). La présence de résidus galactosegalle temps d’élution comparé au manno-
oligosaccharide de méme degré de polymérisation sulstitué. Les points critiques de
I'élution sont la séparation du galactose et du noaa (pics 1 et 2) ainsi que celle du
mannohexaose et du di-galactosyl-mannopentaose §pét 9). Des coefficients de résolution
ont été calculés afin d’estimer la séparation depies (sections 1V.4.3.7 et V.5.2.7).
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Mis a part les différents standards, des impurebd@s visibles sur le chromatogramme (figure
31). Il s’agit vraisemblablement d’oligosaccharige€sents en traces dans les préparations de
standards.
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Figure 31. Chromatogramme AEC-PAD du mélange des nés standards.

La pureté des standards estimée par AEC-PAD (taklda est tenue en compte lors de la
quantification. Certains oligosaccharides tels dgiemannopentaose et la mannohexaose
étaient annoncés purs a plus de 95% mais le s@ucbap moins. Des phénomenes de
dégradation sont probablement intervenus lors dosport ou du stockage de standards.
Toutefois, les conditions de conservation précassint été respectées scrupuleusement.

Bien que les temps de rétention ne soient pasumijeproductibles en AEC-PAD, les temps
de rétention moyens (tableau 14) ont été calcutés phaque standard.et constituent une
premiére approche dans l'identification des pics.
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Tableau 14. Numéro de pic, pureté et temps de rétéon moyen pour les neufs standards.

Numéro de pic Pureté (%) Temps de rétention moyen
Mannose 1 100 7,05
Galactose 2 100 8,03
Mannobiose 3 100 14,64
Mannotriose 4 93,11 18,71
Mannotetraose 5 85,06 20,97
Galactosyl-mannobiose 6 100 22,18
Mannopentaose 7 50,38 23,63
Mannohexaose 8 75,96 26,67
Di-galactosyl-mannopentaose 9 91,44 27,48

Les performances de la méthode ont été évaluéedgmoneuf standards par la détermination

de sept criteres de validation (sections IV.4.8.86t2).
V.5.2 CRITERES DE VALIDATION

V.5.2.1 DROITE D'ETALONNAGE ET LINEARITE

La gamme de linéarité étudiée s’étend de 0,01 an@/inl. Celle-ci est suffisamment large
pour les analyses considérées. Des concentratipésisures n’ont pas été envisagées.

Les droites d’étalonnage pour chacun des standswds présentées en annexe 4. Les
eéquations des droites construites par régressi@ailie aux sens des moindres carrés (section
IV.4.3.1) et leurs coefficients de déterminationtgarésentés dans le tableau 15.

Les coefficients de détermination R2 valident lepitds d’étalonnage pour chacun des
standards. lls sont tous supérieurs a 0,9890. &etdtats sont satisfaisants selooF&N et al.
(2009) qui préconisaient des coefficients de déteation supérieurs a 0,9890.

Tableau 15. Equations des droites d'étalonnage epefficient de corrélation pour les neufs standards.

Equation de la droite d'étalonnage R2
Mannose y=2443,2x+44,848 0,9890
Galactose y=2238,4x+27,917 0,9892
Mannobiose y=2818,5x+9,3751 0,9953
Mannotriose y=2578,8x+11,481 0,9951
Mannotetraose y=1895,7x+18,961 0,9890
Galactosyl-mannobiose y=1965,5x+12,67 0,9908
Mannopentaose y=1748x+3,8452 0,9929
Mannohexaose y=1641,3x+5,2131 0,9900
Di-galactosyl-mannopentaose y=1292,7x+6,3893 0,9958
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V.5.2.2 LIMITE DE DETECTION

Les limites de détection sont toutes compriseseed®48 et 0,457 pg/ml (tableau 16). Le
mannohexaose et le di-galactosyl-mannopentaosegassies limites de détection les plus
élevées. L'allure affaissée et étalée de leursqmosst la cause.

V.5.2.3 LIMITE DE QUANTIFICATION

Les limites de quantification reprises pour chagiaadard dans le tableau 16 sont comprises
entre 0,196 et 0,914 pg/ml. Les deux sucres simigiagiactose et mannose) détiennent les
limites de quantification les plus basses. A I'ire& le mannohexaose et le di-galactosyl-
mannopentaose possedent les limites de quantificks plus hautes en raison de I'étalement
de leurs pics.

V.5.2.4 REPETABILITE DE L 'INJECTION

Les coefficients de variation exprimant la répéitde I'injection sont compris entre 0,56 et
3,39 (tableau 16). lls sont largement inférieuls @aleur limite acceptable (6%) fixée pour la
concentration testée (0,1 mg/ml). Ces coefficiadsvariation indiquent une trés bonne
répétabilité de I'injection.

Pour tester la répétabilité de la méthode analgtigtale, il aurait fallu injecter des solutions
préparées a partir de prises d’essai différentemsDce travail, seule la répétabilité de
I'injection a été validée pour des raisons de didpdté des standards.

V.5.2.5 REPRODUCTIBILITE DE L 'INJECTION

Les coefficients de variation relatifs a la repraiihilité varient entre 2,36 pour le mannose et
6,08 pour le mannohexaose. La méthode est repibliuciar la valeur limite acceptable
(12%) établie pour la concentration testée (0,InmjgA’est atteinte par aucun des standards.

Comme pour la répétabilité, I'étude de la reprodhilde s’est ciblée sur l'injection. La

préparation de solutions a partir de prises d’esiéférentes aurait permis d’évaluer la
reproductibilité de la méthode analytique dansesttiereté.

V.5.2.6 JUSTESSE

Les pourcentages de justesse vont de 90,41 a 20&08e situent a I'intérieur de l'intervalle
limite acceptable (90 a 110%). Pour les neufs stats] la méthode est considérée juste a la
lumiére de ces résultats.
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La justesse a été estimée sur base du biais estmaleurs théoriques et calculées pour une
seule concentration (0,1 mg/ml). Afin d’étendretide de la justesse a la gamme de
concentration entiére, il aurait fallu comparerpgesites des droites théoriques et calculées.

Tableau 16. Limites de détection, limites de quaritcation, pourcentages de justesse et coefficientle
variation de répétabilité et de reproductibilité paur les neufs standards.

LOD LOQ Répétabilité Reproductibilité  Justesse
(Hg/ml) (ng/ml) (%) (%) (%)
Mannose 0,098 0,196 1,67 2,36 99,85
Galactose 0,100 0,200 1,77 5,98 92,44
Mannobiose 0,200 0,500 1,16 3,74 102,89
Mannotriose 0,183 0,456 3,39 4,25 96,36
Mannotetraose 0,163 0,408 0,56 5,08 95,22
Galactosyl-mannobiose 0,204 0,510 1,00 4,29 91,42
Mannopentaose 0,247 0,494 1,56 3,20 106,08
Mannohexaose 0,365 0,775 1,99 6,08 90,41
Di-galactosyl- 0457 0,914 278 4,68 98,97
mannopentaose

V.5.2.7 RESOLUTION DES PICS

Le coefficient de résolution R pour les pics deagtdse et de mannose (1 et 2) est de 1,1 pour
la concentration 0,1 mg/ml et de 1,54 pour la cotreion 0,01 mg/ml. La résolution entre
ces deux pics est satisfaisante pour permettrejuaiatification des deux sucres simples.

En ce qui concerne la qualité de séparation dudpicmannohexaose et du pic de di-
galactosyl-mannopentaose, le coefficient de résuolug’éleve a 0,82 pour une concentration
de 0,1 mg/ml et a 0,84 pour une concentration @& Mg/ml. Ces résultats sont inférieurs a
ceux obtenus pour le galactose et le mannose capeilsl sont jugés acceptables pour une
guantification.

V.5.3 CONCLUSION

La méthode AEC-PAD mise au point pour I'analyse M#3S et des GMOS présente de
bonnes performances analytiques et a été validéesept criteres. Une amélioration pourrait
étre apportée au niveau de la séparation des @t {mannose, galactose) et des pics 8 et 9
(mannohexaose et di-galactosyl-mannopentaose).

Toutefois, cette méthode est d'ores et déja apgbca un large panel d’applications telles
gue l'analyse d’hydrolysats de galactomannanesigif@ botanique diverse obtenus par
action d’enzymes microbiennes fongiques ou d’oggugégétale ou par d’'autres techniques
d’hydrolyse.
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V.6 ANALYSE ENZYMATIQUE

La méthode AEC-PAD mise au point a la section V& servir & la quantification
d’'oligosaccharides produits par hydrolyse de la m@mde caroube purifiée extraite a
température ambiante (section V.1) par des extemitymatiques provenant du protocole de
purification def3-mannanases établi a la section V.2. Une hydragseéalisée a I'aide d’'un
extrait enzymatique secondaire, I'autre avec umaéxfinal (issu de la filtration sur gel)
(section V.2.1).

Au préalable de ces hydrolyses, des tests somsésale maniére a choisir la température et le
pH optimaux.

V.6.1 OPTIMISATION DES PARAMETRES DHYDROLYSE

L’évolution de I'activité-mannanase en fonction de la température et dsettion 1V.5.1)
permet la détermination des parametres (pH, terpéjaoptimaux en vue de la mise en
place de tests d’hydrolyse (figure 32) (section.®).6

Evolution de I'activité B-mannanase Evolution de I'activité B-mannanase
en fonction de la température en fonction du pH
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Figure 32. Evolution de l'activité B-mannanase en fonction de la température et du pH.

A 40°C, l'activité B-mannanase est a son maximum. Quant au pH, orrgraarquer que les
B-mannanases de caroube sont sensibles aux vasialeopH et ne possédent qu’'une faible
gamme de stabilité. L’'optimum de pH s’éléve a 4,7.

Il est a noter que les tests enzymatiques coloriquéts et le protocole d’extraction et de
purification desp-mannanases sont effectués dans des conditionsiales de pH et de
température.

Sur base des résultats obtenus (figure 32), lés egmymatiques (sections 1V.5.2 et V.6.2)
seront effectués a 40°C et a pH 4,6.
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V.6.2 ANALYSE DES EXTRAITS ENZYMATIQUES

L’analyse des extraits enzymatiques obtenus a ¢doseV.2.1 rend compte du profil
d’hydrolyse defi-mannanases. En effet, celles-ci se retrouvent darextrait enzymatique
avec des galactomannanes. Durant les procédésatgan, de purification et la conservation
au refrigérateur, elles hydrolysent ces polysaddbar en molécules de degré de
polymérisation plus petites. Cependant, il ne faag négliger la présencendgalactosidases
et dep-mannosidases dans le cocktail enzymatique.

L’extrait enzymatique secondaire (ultrafiltré) (iirg 33) présente a l'inverse de I'extrait final
(issu de la filtration sur gel) (figure 34) des gicorrespondant vraisemblablement a des
oligosaccharides de haut degré de polymérisati@s. @mposés ont été éliminés lors de la
filtration sur gel.

De plus, l'extrait enzymatique ultrafiltré est plioncentré en sucres simples et en
oligosaccharides que l'extrait final. lls ont égatnt été éliminés lors de I'étape de
chromatographie d’exclusion.
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Figure 33. Profil en oligosaccharides de I'extraienzymatique secondaire dilué 50 fois.
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L’extrait enzymatique secondaire est riche en gatmc(pic 1) et en mannose (pic 2) (figure
33). Cela indique la présencenejalactosidases et @&mannosidases. Le mannobiose (pic
3), le mannotriose (pic 4) et le galactosyl-manoseéi(pic 6) sont aussi largement présents
dans cet extrait. lls peuvent étre issus de I'hiydm par def3-mannosidases, par d@s
mannanases ou par leurs actions cumulées. Lesspats7 de la figure 31 correspondant
respectivement au mannotetraose et au mannopent@ssdtent de I'action de$f-
mannanases. De plus, la présence de nombreux améneso-oligosaccharides et galacto-
manno-oligosaccharides est également suspectée opaervation de [lallure du
chromatogramme entre la %5 et la 36™ minute (figure 33). Ces composés ne sont pas
identifiables mais proviennent vraisemblablementitgrolyse de la gomme de caroube par
les3-mannanases.
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Figure 34. Profil en oligosaccharides de I'extraienzymatique final dilué 50 fois.

L’extrait enzymatique final (figure 34) est richa galactose (pic 1) et en mannose (pic 2)
provenant de I'hydrolyse par desgalactosidases et d@smannosidases présentes dans le
cocktail enzymatique. Il présente également de dgsnquantités de mannobiose, de
mannotriose et de mannotetraose (pics 3, 4 etdsf3dmannanases ont probablement dégradé
la gomme de caroube en ces composés. Le mannditsenannotriose peuvent également
résulter de I'action dB-mannosidases.

Ces deux extraits enzymatiques sont employés poydrblyse de la gomme de caroube
purifiée a température ambiante et séchée a ibag.|
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V.6.3 CINETIQUE D'HYDROLYSE DE LA GOMME DE CAROUBE PURIFIEE A
TEMPERATURE AMBIANTE

L’analyse des hydrolysats (figures 35 et 36) perdeetorroborer le profil d’hydrolyse établi
par analyse des extraits enzymatiques.

Pour les deux cinétiques d’hydrolyse, le tempsiahitorrespond au moment ou l'extrait
enzymatique est mis en contact avec la solutiotadaube.

En ce qui concerne I'hydrolyse par I'extrait enzyiopae secondaire (figure 35), la production
de galactose par lesgalactosidases se stabilise au cours du temps.

Le mannose est issu de I'hydrolyse parfesmannosidases de la gomme de caroube et de
manno-oligosaccharides produits par femannanases. Cette hypothese est validée par la

diminution des taux de mannotriose, de mannotetraisde mannopentaose au cours du
temps d’hydrolyse.

La concentration en mannobiose et en galactosyhotaose augmente au fil des heures par
action de3-mannanases et/ou flenannosidases.

La production de manno-oligosaccharides et de galaanno-oligosacharides de plus hauts
poids moléculaires continue a étre observée awsawtemps. Cependant, ces composeés, a
peine relachés par I'action dBanannanases, subissent I'attaque alemlactosidases et des
B-mannosidases. La conséquence est la sous-estintiita production d’oligosaccharides
par lesB-mannanases.

Cinétique d'hydrolyse : cas de I'extrait secondaire
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Figure 35. Cinétique d'hydrolyse de la gomme de caube purifiée a température ambiante par un extrait
enzymatique secondaire.
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L’hydrolyse de la gomme purifiée a température amta par I'extrait enzymatique final
(figure 36) présente un profil relativement simidaen sucres simples et oligosaccharides
produits.

La quantité de galactose relachée semble atteindrepalier au cours du temps. Du
mannobiose et une faible quantité de glactosyl-mbimse sont libérés pendant I'’hydrolyse
par action dg-mannanases et/ou flanannosidases.

Comme pour l'extrait enzymatique secondaire, le moggtraose et les (galacto)-manno-
oligosaccharides de plus haut degré de polyméis4dDP) non identifiés sont dégradés au
fur et a mesure de leur production pardegalactosidases et IBsmannosidases. Il en résulte
une concentration croissante en mannose.

En comparaison, des chromatogrammes au tempsdheate?l’hydrolyse, il a été observé que
des galacto-manno-oligosaccharides et manno-olkigbsaides de DP élevés étaient libérés.

Cinétigue d'hydrolyse : cas de I'extrait final
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Figure 36. Cinétique d'hydrolyse de la gomme de caube purifiée a température ambiante par un extrait
enzymatique final.

V.6.4 CONCLUSION

Par la présence d'oligosaccharides, les tests dihysk confirment I'existence de l'activité
B-mannanase. Cependant, en raison des actisigalactosidase gb-mannosidase, il est
difficile de définir le mode d’action de3-mannanases de caroube sur base des profils en
oligosaccharides obtenus.
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En effet, I'action desn-galactosidases modifie la substitution des gamaatmanes et la
répartition des résidus galactose. Ces changeniefitencent de maniere considérable
I'action desp-mannanases. Cette observation est corroboréengaétude réalisée a l'aide
d’'une B-mannanase commerciale. Elle a permis de démamieet’action préalable d’une-
galactosidase sur la gomme de caroube modifiaipridil en oligosaccharides obtenus
(LATINE et al, 2010). LaB-mannanase n’a pas clivé de maniére identiquerangotraitée au
préalable par une-galactosidase et la gomme non traitée.

Si le protocole d’extraction et de purification @&mannanases (section V.2.1) était amélioré
de maniére a obtenir un extrait enzymatique pumdele d’action de celles-ci pourrait étre
déduit du profil en oligosaccharides.

Enfin, il serait intéressant de réaliser des amalysir des échantillons prélevés entreT4 &
la 24™ heure d’hydrolyse afin de se rendre compte deolidion du profil en
oligosaccharides.
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VI CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les deux objectifs de cette étude étaient la mation def3-mannanases extraites de graines
de caroube en germination en vue d’étudier leuraxddction et leur conservation, ainsi que
la validation d’'une méthode d’analyse AEC-PAD ptaucaractérisation et la quantification
des MOS et des GMOS.

Pour cela, la premiére partie de cette étude fosa@trée a la caractérisation de la matiere
premiere d’hydrolyse. Celle-ci a permis la miseagant de la gomme de caroube extraite et
purifiée a température ambiante. Par la sélectibgalactomannanes riches en galactoses lors
de la mise en solution, cette gomme présente uheiki® élevée aussi bien a basse
température qu'a haute température. Cette partitdila rend intéressante pour la réalisation
des tests d’hydrolyse. En effet, une bonne sokdiilbn optimise I'hydrolyse en rendant
accessible aux enzymes une grande proportion detgalannanes.

Ensuite, un protocole de concentration et de matibn desp-mannanases extraites des
endospermes des graines de caroube en germinagti établi. Les extraits enzymatiques
obtenus possedent une actif#énannanase concentrée mais contiennent égalemefft: de
mannosidases et desgalactosidases dérangeantes pour I'étude du m@atioh desf-
mannanases et pour la production d'oligosaccharides des hydrolyses. Le chapitre a
également mis en évidence le fait que les extdaitgent étre conservés au réfrigérateur dans
des tubes en PP en présence d’azide de sodiune etinique de conservation a été
sélectionnée lors d’'une étude de stabilité @lesannanases au cours du temps de stockage
sous différentes conditions.

La troisieme partie s’est intéressée a la miseoat p'une méthode originale d’évaluation de
I'activité enzymatique par mesure de la viscositétte technique a pu mettre en évidence la
présence d'une activitd-mannanase dans les cotylédons non recensée aaparav
(McCLEARY, 1974, 1983a). Ce protocole original s’est avérérfggmant dans la
détermination des activités enzymatiques au nivdesl différentes parties de la graine en
germination.

Enfin, une méthode d’analyse AEC-PAD des (galastajmo-oligosaccharides a été mise au
point et validée par sept critéres de performamee pne gamme allant de 0,01 mg/ml et 0,1
mg/ml. Cette méthode a permis I'analyse des hydetty obtenus par action des extraits
enzymatiques sur la gomme de caroube purifiéeiextidempérature ambiante.

Au vue des résultats et des méthodes mises au, pmtie étude offre de nombreuses
perspectives.
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En effet, notamment lors de la caractérisationuhssat d’hydrolyse, I'étude de la gomme de

caroube extraite a température ambiante révelesgqaepropriétés se rapprochent de celles
d’autres gommes plus substituées telles que la godeguar et la gomme tara. Cette gomme
pourrait notamment grace a sa bonne solubilitémgpéeature ambiante présenté un intérét
pour I'industrie.

L’optimisation des parametres d’hydrolyse a montr& de relativement hautes températures
(60°C), une grande majorité de l'activilemannanase était préservee. Il serait intéressant
d’étudier sa stabilité au cours du temps a cettgpéeature. Si elle s’avérait relativement
stable, elle pourrait présenter un grand intérd@astriel.

En ce qui concerne la méthode d’évaluation de iVdét enzymatique par mesure de la
viscosité, cette technique pourrait, moyennant gqued améliorations, se substituer aux
techniques de dosage colorimétrique quand cellegcpeuvent étre mises en ceuvre par
exemple en raison des colorations des extraitsneazgues qui introduisent un biais.

En outre, il serait opportun d’ajouter au protoadéepurification def-mannanases une étape
hautement sélective permettant I'élimination des/@és 3-mannosidases et-galactosidases
et la concentration de l'activif¢mannanase. La chromatographie d’affinité pounaitvenir

a cette tache. L'obtention d’un extrait enzymatigue offre un large panel d’applications.

Il pourrait par exemple étre envisagé d’appliqueealement cet extrait enzymatique pur sur
une solution de caroube 2%. Des interférencesesgraiors éliminées et permettraient une
étude plus fine de I'évolution des activités enziiqees au cours du temps de germination.

D’un point de vue théorique, un extrait enzymatigue permettrait également I'étude du
mode d’action def-mannanases notamment par I'analyse des profilslignsaccharides
obtenus. Celui-ci ne serait plus parasiter paratgiwités3-mannosidase at-galactosidase
résiduelles.

D’'un point de vue industriel, I'application d’'un texit pur sur un substrat purifié de
préférence pourrait amener, aprés l'étude appradortbs propriétés prébiotiques des

mélanges en oligosaccharides obtenus, a la conatisation de nouveaux produits
prébiotiques.

Finalement, la méthode AEC-PAD a montré qu’ellét &pplicable a I'analyse d’hydrolysats
de galactomannanes de caroube. Elle pourrait émglogée dans l'analyse de galacto-
(manno)-oligosaccharides obtenus par hydrolysetidausources de galactomannes que la
gomme de caroube et par utilisation d’autres engymed’autres types d’hydrolyse (haute
pression, haute température par exemple).
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ANNEXE 1

Annexes

Tableau récapitulatif des réactifs utilisés lors denipulations

Réactif Pureté (%) Provenance
Ethanol 98 n.d
Acétone 99,9 Scharlau
Acide sulfurique 95 VWR technical
Hydroxyde d'ammonium 32,5 VWR
Diméthylsulfoxyde 99,9 Sigma-Aldrich
Tétrahydruroborate de sodiym 98 Sigma-Aldrich
Acide acétique 99,8 Acros organics
Anhydre acétique 99 VWR
1-Méthylimidazole 99 Sigma-Aldrich
Dichlorométhane 99,98 Scharlau
Rhamnose 99 Fluka
Arabinose 99 Sigma-Aldrich
Mannose 99 Fluka
Galacose 99 Fluka
Glucose 99 Merck
Xylose 99 Fluka
2-Déoxy-d-glucose 99 Acros organics
Trizma base 99,9 Sigma-Aldrich
Acétate de sodium 99 Sigma-Aldrich
Azide de sodium 99 Merck
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Annexes

Facteurs de réponse pour chaque monosaccharideuateptages de matiéres seches des
échantillons utilisés lors de la détermination desipositions en monosaccharides.

Facteur
Monosaccharide de
réponse
Rhamnose 0,87
Arabinose 1,2
Xylose 1,07
Mannose 0,97
Glucose 0,76
Galactose 1,12
Echantillon| % MS
GB 93,16
GPRT 92,77
Culot RT 93,53
GP80 89,50
Culot 80 92,80

GB = gomme de caroube brute, GPRT = gomme de carpulifiée extraite a température

ambiante, Culot RT = culot issu de I'extractionepérature ambiante, GP80 = gomme de
caroube purifiée extraite a 80°C, Culot 80 = cidetl de I'extraction a 80°C.
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ANNEXE 3

Propriétés viscoélastiques a 20°C et a 80°C derante brute (GB) et de la gomme purifiée
extraite a 80°C (GP80).

A) GB solubilisée &8 RT B) GB solubilisée a 80°C
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ANNEXE 4

Droites d’étalonnage des neufs standards pourliidatian de méthode AEC-PAD.
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Droite d'etalonnage du mannotriose
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