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Résumé

De lagomme de caroube brute a ZtZ purifiZe et extraite de fason fractionnZe et
soustractive, ~ deux tempZratures diffZrerfgss iC et 80 jC) afin dOobtenir deux
fractions distinctes (GM25 et GMS80). Celeis ont ZtZ caractZrisZes
structurellement. Les deuxattions rZcoltZesprZsentent des structures proches,
mais nZanmoins diffZrentes. Ainf, fraction GM80se distingue de la fraction
GM25 pardes longuars de chaines plus importantEdie estaussimoins substituZe
en lactose et prZsente surtout urgeraance de zones non substituZes
densZment substituZasr la chaine principale du polyme(g o la rZpartition des
substituants sur la fraction GM25 &&fieremeniplus homogeng

Le prZsent travail a ensuite mis en exergue cpee diffZrences dstructure
relativement faiblesau sein du meme polysaccharide de bagénerent des
comportements physiechimiques fort diffZrents en milieu aqueux, ~ diffZrents
niveaux dOobservation (solutions diluZes, solutions concentrZes et Ztat gel).
LOanaise de ce informations a plus particulisremedZmontrZ que des interactions
spZcifiqgues (@lkali labileE et norcovalentes) existent entre les chaines de
galactomannanes, principalement pour la fraction GM80. Callest pour origine
la prZsence dOun nombhespmportant de zonesonsubstituZesui interagissent
entreelles La fractions GM25 est plus influencZe par son poids molZculaire. Ces
memes interactions au sein de la fraction GM80 diminuent son rayon
hydrodynamique et sa viscositZ intrinseque en mégidiluZ, mais favorisent
|Oapparition dOun rZseau hyperenchevstrZ en rZgime concentrZ qui se caractZrise par
une viscositZ dynamique et une viscoZlacticit jphportantes.

En sOintZressant Zgalement aux propriZtZs rZactionnelles en cauntlitictigues
(assimilZes " des conditions dOhydrolyse acide), ce travail a Zgalement dZmontrZ que
les fractions GM25 et GM80 gZnerent des cinZtiques dOhydrolyse diffZrentes. Un
degrZ de substitution en galactose plus important semble prABeweltu moirs
ralentir B IGutchydrolyse et la rupture des liaisons glycosidiques. Pourtant les
substituants galactosyls sont plus facilement hydrolysZs et libZrZs dans le milieu.
Cela semble rZpondre ~ une loi statistique, mais est Zgalement fortement influencZ
par |Oeffet anomere. La fraction GMS80 libsn outreplus de galactose que la
fraction GM25 qui en contient pourtant plus, initialement. A nouveau, les raisons
semblent liZes " la structure fine des polymeres, et en particulier aux zones
densZment substituZese la fraction GMS80. Cellesi gZnereaient un
encombrement stZrique qui affaiblit les liaisdiesgalactosesandis que Ie zones
nonsubstituZes gZnereraienhe conformation (effet hydrophobgli exposeles
galactosylgle fason plus importante awonditions drastiques du milieu
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Abstract

Crude locust bean gum was purified and extracted a fractionated and
subtractive manneat two different temperatures (25 j C and 80 j C) in order to
obtain two distinct fractions (GM25 and GMS80). These wasteucturally
characterized. Both fractions have cld3éut different® structures. Thus, the
GMB80 fraction differs from the GM25 fraction by longer chain lengths. GM80 is
also less substituted in galactose and has an alternation of unsubsegtguedces
and densely substitutedegions on the main chain of the polymer (GM25
distribution of substituents is slightly more homogeneous).

The present work highlighted that these relatively small structural differences
within the same initial polysaccharide gemte very different physicochemical
behaviors in aqueous media, at different observation levels (diluted solutions,
concentrated solutions and gel state). Information analysis has demonsirated
particularthat specific interactions (alkdkbile and nornrcovalent) exist between
the galactomannan chains, mainly for the GM80 fraction. These originate from the
presence of a larger number of unsubstitutgglors that interacbetween them
The GM25 fraction is more influenced by its molecular weight. Thesees
interactions within the GM80 fraction decrease their hydrodynamic radius and
intrinsic viscosity in the dilute regime bptomotethe appearance of a concentrated
hyperentangled network characterized by a greater dynamic viscosity and
viscoelaticity.

By studyingalsothe reaction properties under subcritical conditions (assimilated
to acid hydrolysis conditions), this work has also demonstrated that the GM25 and
GM80 fractions generate different kinetics of hydrolysis. A greater degree of
galactose dstitution seems to preserveor at least slow down the aute
hydrolysis and the breakdown of glycosidic bonds. Galactosyl substituents are yet
more easily hydrolyzed and released into the medium. This seefofiolw a
statistical law, buit is also stongly influenced by the anomeric effect. The GM80
fraction also releasemore galactose than the GM25 fractiomhich initially
contained moreAgain, the reasons seem to be related to the fine structure of the
polymers, and in particular to the densalp&ituted areas of the GM80 fraction.
These would generate a steric hindrance that weakens the galactose bonds while the
unsubstituted regions would generate a conformation (hydrophobic effect) which
exposes the galactosyls more importantly to the drasticonment
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Table 2. Values of Mw, M/G, §], C[$] and# for galactomannans found in literature.

Table 3. Zeroshear viscosity$0) and shear rate at whiwiscosity is reduced t80/2 4/2)
for GM25 and GM8O0 fraction at different concentrations in pure water at 25 C.

Table 4. Main textural parameters obtained from TPA on different galactomannan
dispersion/hydrogels.
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Introduction, objectifs et stratZgie

Le caroubier est une essence cultivZe essentiellement dans le bassin mZditerranZen
et qui produit des caroubes. La production mondiale de caroube a connu un dZclin
ces dix dernisresannZes et se situait en 2016 aux alentours de 160 kT (Source
F.A.O.).La gommeextraitede la caroube est un agent texturant extrait de la graine
du caroubier. Elle est principalement utilisZe dans I0industri@lagemtaire pour
les propriZtZs rhZologigs quQelle peut confZrer ~ des formulations. A c™tZ de ses
propriZtZs physiques, la gomme de caroube est Zgalement susceptible de cibler des
marchZs ~ plus haute valeur ajoutZe o ses propriZtZs chimiques ou biologiques
pourraient se rZvZler intZressantess des prZbiotiques). De par sa composition
structurale, la gomme de caroube est Zgalement proche de certaines hZmicelluloses
retrouvZes dans la biomasse et ciblZes comme sources de molZcules plateforme. Elle
constitue des lors une fibre modsle qui pedte I0avantage de ne pas stre enfermZe
dans le rZseau lignocellulosique (pas de dZgradation ~ IOextraction), et ~ laquelle il
peut stre judicieux de sOintZresser (comprendre sa rZactivitZ), meme dans une
optique de bioraffinage (bien quOelle ne constitiaenais la matiere premiere dOune
telle industrie).

Jusqud” prZsent, les applications de la gomme de caroube se sont principalement
basZes sur une approche empirique. Certains auteurs se sont toutefois intZressZs aux
liens entre certaines caractZristigiaes galactomannanes et leurs propriZtZs. LOZtat
des connaissance sur le sujet restait cependant lacunaire.

LOobjectitlece travail de recherche doctorale est double

- RZaliserlOZtat des lieux des connaissances publiZes dans le domaine de la
relation structure‘onctiog des galaqomannanes,l@lstructurgr de maniere ~
identifier les zones dOombres rZsiduelles de cette thZmabiqondement
publiZe.

- Sur base des constats prZcZdents, dZfinir une stratZgie expZrimentale
permettant dOapporter des A de rZponses supplZmentaires aidant °
mieux comprendrdOimpact de la structure des galactomannanes sur les
propriZtZs rZactionnelles ou physicochimiques dZveloppZes en solutions
aqueuses

Afin de rZpondre ausecond objectifet de traiter la thZmatiquela stratZgie
expZrimentaleretenue a consistZ ~ extraire, de faeon soustractive et ~ deux
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tempZratures diffZrentes, deux fractions de galactomannanes " partir de gomme de
caroube bruteDes tempZratures de travail de 25;C et 80jCZvhtretenueBen se

basant sur des travaux prZexistadisour leurs Zcarts importants, susceptibles de
gZnZrer des extraits contrastlss fractions obtenuesegpectivementGM25 et

GM80) sur base de solubilitZs diffZrentes ont ensuite ZtZ carastZrisZe
structurellement afin de mettre en Zvidence leurs diffZrences. Le comportement de
ces fractions en solution aqueuse a ensuite ZtZ ZtudiZ du point de vue de la rhZologie,
sur une large gamme de concentrations (rZgime diluZ, concentrZ et Ztat gel) et mis
en relation avec legrstructures. Dans un second temps, la rZactivitZ des fractions et
leurs cinZtiques dOhydrolyse en conditions de hautes tempZratures et pessions
Zgalement ZtifvestiguZes, en lien avec leurs structures ZgaletesidiffZrentes
observations qui ont dZcoulZ du travail dDanalyse ont enfin ZtZedistiti&+on
intZgrZe et globale

Ce documentqui prZsente IVOVenselee des informations obtenues et ansdysZes
forme dOune these " articlesZtZ scindZ ateux parties distinctes

La premiere sectiomui prZcisdOZtat des lieux des connaissances sur leestjet
structurZe en trois chapitres correspongemir les deux premiefsun article. Le
premier chapitre porte surlOZtude bibliographique de IQinfluence du procZdZ
dOextraction et de purification sur les caractZristiques et les propriZtZs de la gomme
de caroube. Le secorujhapitresynchtiseIOinformation disponible sur la relation
existant entre la structure chimigeeles proantZs physiques des gataetenanes
extraits de la caroube. Le troisieme chapltre prZsente brisvement |Ohydrolyse des
polysaccharides dans un milieu aqueux ~ hsutmpZrature et pression, des
conditions qui seront utilisZes par la suite powdier les cinZtiques dOhydrolyse de
galactomannanes de structures diffZrentes. Ces trois premiers chapitres ont ZtZ
rZdigZs en franeais (au meme titre que IOintroduction et la conclusion) pour faciliter
la lecture et la comprZhension de cette thZmatiguplexe et dense.

La seconde section est consacrZe exclusivement ~ la prZsentation des rZsultats
obtenus lors du travail dOeporimentations et de recherches doctorales. A nouveau,
la section a ZtZ structurZe sous forme de trois chapitnespondantt@cun ™ un
article Ceuxci ont ZtZepris tels quelsn anglaisLe premier chapitre de la seconde
section vise "~ Ztudier IOimpact de la purification et dOun procZdZ de fractionnement
sur la structure chimique et les propriZtZs physiques de la gommedeecaPlus
spZcifiguement, la structure chimique fine de deux fractions de galactomannanes
sera dZterminZe prZcisZment et mise en relation avec quelgues mesures de
comportement rhZologique. Le second chapitre dressera une Ztude rhZologique
complste des dex fractions prZsentZes au premier chapitre et dont lausérdine
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est maintenant connuée troisisme chapitre de la sectionrGultatE a pour

objectif dOZtudier I0impact de la structure des deux fractions de galactomannanes de
caroube sur leurs crtiques dOhydrolyse en milieu aqueux " lsagi@pZrature et
pression. En particulier, IOimpact de la structure sur |IQautohydrolyse sera abordZ du
point de vue de la mZcanistique rZactionnelle.

Ces deux sections et les chapitres qui les composent sostit@des par la
retranscription fidele et complete dOarticles scientifiques pultidsoumis) dans
des revues internationales ~ facteur dOimpact et mis en page selon les standards
recommandZs poues ouvrages de these doctoral@ela explique la prZsea de
certaines redondances dans les introductions des diffZagities Chacun des
chapitres faipar ailleurdOobjet dOunete introductiveen franeais, afin de situer le
sujet traitZdans le contexte de la these et dOen faire ressortir les auxncgsultats

Les deux sections du document sont ponctuZemuigusions gZnZrale®nt la
but est dOZtablir des ponts entre les diffZrents angles dOattaque utilisZs pour Ztudier la
thZmatique et ainsi dOeagsder un portrait plus global.

| INTRODUCTION |chapitre 1
PHASE 1 : EVALUATION DE L'ETAT DES CONNAISSANCES N |
Article 1 | — < | Article 2
Origine Gomme de caroube Galactomannanes —
s ) z
Extraction Propriétés Structure  m— Fonction o
Fractionnement e E
Chapitre 2 o / e v
U HTTP
| Constat de carence | ydrolyse .
7 des saccharides
* Chapitre 4
| PHASE 2 : RECHERCHE | Ip—
¥
Production de deux fractions a partir de gomme de caroube brute
GM25 et GM80 ;
: pd X : | )
Article 3 % Article 4 l Article 5 E
Caractérisation : Rhéologie en milieu : Réactivité en conditions HTW »n
- Chimique - Dilué - Cinétique d’hydrolyse
- Structurale fine - Concentré - Produits formés
- __Propriétés (sommaires) - Gel - Dégradation
Chapitre 5 Chapitre §| l ) Chapitre 7

| CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES [chapitre 8|
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Influence du procédé d'extraction et de
purification sur les caractéristiques et les
propriétés d'une gomme de caroube

Gillet, S., Simon, M., Paquot, M., & Richel, A. (2014). Synthese bibliographique
de linfluence du procZdZ d'extraction et defjpation sur les caractZristiques et
les propriZtZs d'une gomme de caroube. Biotechnologie, Agronomie, SociZtZ et
Environnement = Biotechnology, Agronomy, Society and Environment, 18(1).
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Note introductive

Le caroubier est une espsce cultivZe dansalgsinmZditerranZen, pour la rZcolte
de ses grains. Celles contiennent un endospermehe en galactomannanes qui
sert de matiere premiere de base dans la fabrication de gomme debeaioa
gomme est utilisZeotammendanslOindustriagroealimentaie pour ses propriZtZs
texturantes.

LOobjectif de cette synthese bibliographigaedeprZsentela situation globale de
la caroube. Saulture, lacomposition botanique de la graine et la composition
chimique des diffZrents constituants y sont dOaboriedZl e processus industriel
dOobtention de la farine (gomme) de caroube y est ensuite dZtaillZ, au meme titre
que sa purification. Plus spZcifiguement, IOimpact dedtelie diverses propriZtZs
de la gomme y est abordZ.

De cette synthese dZcoule thoix stratZgique, qui sera opZrZ dans la section
expZrimentale, de fractionner la gomme brute en deux fractions distinctes sur base
de latempZrature

26



Influence du procZdZ d'extraction et de purification sur les caractZristiques et les propriZtZs d'une
gomme de carogb

L ABSIIACT. .. 28
21 Le CarOUDIEL.....ccoii i 28!
3. La composition de la caroube............ccoooeeiiiiiiiiiii 30!
4!  Extraction, purification et composition de la gomme.................... 34
5! Influence de la purification sur les propriZtZs de la gomme.......... 39!

5.11 LasolubiliSation..........ccoooiiiiiiiie e 39

5.21 Le fractionnement. ..o 421

5.31' Larelation structuronction............ccccevvvvviiiirieeeniiiiiinnienneenn A3
6. CONCIUSIONS....ciiiiiiiiiiiieiitee ettt et e e e e eeeeees 44
7)1 RZfZrences BibliographiQUeS.........c..ocueevveieeieeeeeeecee e, 45!

27



ftude de la relatioentre la structure des galactomannanes de caroube et leurs propriZtZs fonctionnelles

1. Abstract

The carob tree is a species cultivated, in mediterranean countries, for its seeds.
These seeds contain an endosperm rich in galactomannans used by the food industry
for its texturing properties. After harvesting, the seeds pass through a decutilation
and adegermination. Cleaned endosperms are then milled to give crude locust bean
gum. The purification step consists in a flour solubilization and then a precipitation
of the galactomannans. Purification influences the characteristics of the resulting
gum. Thesolubilization temperature is the parameter that affects the most on the
final characteristics of the product. If it is hot or cold, galactomannans with different
structural characteristics (and thus very different physical properties in aqueous
solutiong will be selected.

1.!Le caroubier

Le caroubier oWCeratonia sliliqua L., de la famille desCaesalpiniaceae, est un
arbuste dioeque " feuilles persistantes et de croissancglee COest une essence
thermophile cultivZe en climat mZditerranZen, rodginaire des pays arabgg).
On le retrouve dans la rZgion mZditerranZenne, principalement en Espagne, en ltalie,
en Grece, au Portugal et au Marfdg 4]. Le caroubier prZsente une bonne rZsistance
" la sZcheresse mais est sensible au fddidl peut atteindre une taille allant de 8
15 metres et vivre jusqud” 500 ans. Cette essence est souvent utilisZe pour lutter
contre la dZforestation et la dZsertification, en limitant I0Zrosion d¢5]stlss
petites fleurs rouges du caroubier, fleurisSeuurtir de septembre jusquOau mois de
novembrd6]. Ce sontelles qui, apres fZcondation, vont donner naissance aux fruits
appelZs gousses. Celigscontiennentds graines de caroube qui sont utilisZes pour
produire de la gomme de caroube. Cet additif est fort recherchZ dans I0industrie
agroalimentairdd notamment pour ses propriZtZs texturafitp®ainsi que dans le
secteur pharmaceutiqyé]. En termes de suate cultivZe, la culture du caroubier
reprZsente un peu plus de 100 000 hectares (102 939 hectares en 2008) " travers le
monde. LOEspagne, le Maroc et le Portugal possedent les surfaces cultivZes les plus
importantes, de |Oordre de 60 000, 12 000 et 1th&f@res respectivement. Le
Tableau 1 prZsente la production de caroubes dans le monde et pour le bassin
mZditerranZen de ces dernieres annZus.estime ~ plus de 15 000 tonnes la
production mondiale annuelle de gomme de car@ibe
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Tableau 1. Production de caroubes dans le monde et pour le bassin méditerranéen de 2000 a 2008 [10]. Table 1. Locust bean production in
the world and the Mediterranean fra2@00 to 200§10].

Production (tonnes)

Pays 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
Espagne 93863 73211 74736 67403 79200 64100 70000 72000 72000
Italie 38079 16282 24015 18637 19060 31665 26110 32784 31224
Gréce 20192 16464 15015 14789 14594 14815 14506 15000 15000
Maroc 23000 24000 24000 25000 25000 25000 25000 25000 25000
Portugal 20000 20000 20000 20000 20000 20000 22000 23000 23000
Turquie 14000 13500 13500 14000 14000 12000 12388 12161 12100

Chypre 7300 2850 7200 6550 6250 6942 5650 3839 3915
Monde 226829 177787 188070 174365 186595 181830 184115 193250 191167
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2.'La composition de la caroube

La gousse du caroubier, nommZe caroube, est une gousse indZhiscente de 10 ~ 30
cm de longueur sur quelques centimstres de largeur. A maturitZ, la caroube change
de couleur et devient brune. Ses composants majeurs sont la pulpe et les graines
[11], contenues dans les logettes de la gousse.

La composition de la pulpe de caroube dZpend de la variZtZ, du climat et des
techniques de cultures. Toutefois, on peut avancer que la pulpe de caroube
reprZsente 90% de la masse du fruit. Elle est riche emstahien sucres, dont le
saccharose reprZsente 65 ~ 75% des sucres totaux. Les taux de protZines et de lipides
sont faibles [3]. Les principales applications de la pulpe de caroube sont
|Oalimentation animale et humaine en tant que substitut du[thcEbe prZsente
|Oavantage dOstre exempte de thZobromine et de cafZine contrairement au cacao qui
en contient des quantitZs importanf#]. Dans de nombreux pays arabes, une
boisson consommZe lors du Ramadan est fabriquZe ~ partir de c§t@iibea
pulpede caroube est souvent consommZe sous forme de fb8HrBans les pays
occidentaux, cellei est produite par Zgrenage, concassage, broyage et torrZfaction
des gousses de carohg].

Les graines constituent environ 10% de la masse de la gousse (cé8yutje)
Leur nombre varie gZnZralement entre 10 et 15. Les graines de caroube ont
longtemps ZtZ employZes comme unitZ de mesure des diamants et des pierres
prZcieuses, un carat corresgant " la masse dOune graine de caroube soit environ
200 mq[6].

Les grainesde caroube (Figure 1) sont constituZes de trois ZIZméegs
tZguments, la radicelle et IOendosperme. Les tZguments sont une enveloppe
rZsistante de couleur brufig, 4]. Cedte coque reprZsente 30 ~ 35 % du poids sec de
la graine[14]. Au centre de la graine se trouve une radicelle (ou embryon). Elle
reprZsente entre 15 et 30 % du poids sec de la dtfstheCelleci possede une
valeur ZnergZtique ZlevZe due "~ son taux itapbrde protZines principalement
solubles dans I0eau et de lipides majoritairement insaturZs. Elle est employZe pour la
nutrition du bZtail et comme aliment diZtZti§il&]. La radicelle contient Zgalement
un certain nombre dOenzymes susceptibles deqeé€attdOendosperme lors, par
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exemple, dOun processus de germingtibh: les endel,4-f-mannanases, les
galactosidases, I@§smannosidases.

Téguments

Endosperme

Radiczlls

Figure 1. Coupe transversale d'une graine de cardDBapres Dakia et al., 200B0ss
section in a carolseed. According tf] .

LOendosperme se trouve entre les tZguments et la radicelle. Il reprZsente 40 " 50 %
du poids de la graine et constitue la matisre de base utilisZe dans la fabrication de la
gomme de caroubf4]. Il sOagit de polysaccharides desnzs que 10on retrouve
dans I0endosperme translucide de nombreuses graines de plantes IZgumineuses dont
celles de caroube. Ces polysaccharides sont appelZs galactomdi6aness
galactomannanes sont des hZmicelluloses prZsentes dans le regne N& gt
produits en quantitZs variables notamment dans IOendosperme dOune grande
proportion des graines de IZgumineUdé§. Leur fonction est de servir de rZserve
de nourriture "~ 1Oembryon lors de la germinatibas galactomannanes sont
constituZs dOerchaine principale de rZsidnsnannopyranoses liZs fr(1—4) sur
laquelle se greffent des rZsidngyalactopyranoses uniques gr¥%.ce ~ une liaison de
type a-(1—6) (Figure 2) [18, 19] Le rapport mannose/galactose des
galactomannanes et la distribution d&sidus galactose le long de la cha’ne de
mannose sont spZcifiques de IOespece vZ{Zhl€es deux ZIZments, ainsi que la
longueur des cha’nes, vont permettre dOZtablir une distinction entre les diffZrents
types de galactomannanes.
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oM Galactose
CH,0H /
o
HO Mannose
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cHy .,
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cHon OH
HO o Q
° o HO o.,
OM

CH,0H

Locust bean gum (4:1)

Tara gum (3:1)

Figure 2. Structure des galactomannanes de la gomme de caroube et de la gomme tara.
DOapre$21]. Locust bean gurand tara gum galactomannanQOs structure. Accordifigfiio

Le rapport mannose/galactose (M/G) est gZnZralement dZterminZ par une
hydrolyse acide des galtomannanes suivie dOune dZrivatisation des
monosaccharides obtenus, en acZtates dOal@®lsLes dZrivZs sont ensuite
analysZs en chromatographie en phase gazeuse. Le rapport M/G peut varier de 10 "
1 en fonction de |0espsce vZgZtatd. Les galacdmannanes de caroube possedent
un M/G de 4, alors que pour la gomme de guar et la gommebtdeux autres
gommes commercialement importanissest de 2 et 3 respectivement (Tableau 2)
[23]. On utilise Zgalement dans la littZrature le degr&ubistitution en galactose
(DSca) " la place du rapport M/G. Il correspond ~ la masse de galactose divisZe par
la masse de mannose @S= G/M = 1/(ratio M/G)). Le rapport M/G dOun
galactomannane peut varier au sein des galactomannanes de caroube. Il est
dZpendant des conditions climatiques, de la composition du sol, de la variZtZ de
|O%oge de I0afdfeet des conditions de cultujz].
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Tableau 2. Ratios Mannose/ Galactose des principales [Zgumineuses utilisZes
industriellementDOapre§23, 24, 25]. Table 2.Ratio mannose / galactose of the main
Fabaceae used in industrccording to[23, 24, 25]

Source Ratio Man/Gal RZfZrence
Schizolobium parahybum 3:1 Bresolinet al, 1997
Mimosa scrabella 1,1:1 Bresolinet al, 1997
Cyamopsigetragonolobggomme de 21 Parvathyet al, 2005
guar)
Caeselpinia spinosa
3:1 Parvathyet al, 2005
(gomme tara)
Ceratonia siliqua
4:1 Parvathyet al, 2005
(gomme de caroube)
Trigonella foenurgraecum )
1:1 Gartiet al, 1997

(gomme de fenugrec)

Plus que le rapport M/G, la rZpartition des unitZs galactose va influencer
considZrablement les propriZtZs des galactomannanes en solution aqueuse.
DiffZrents types de rZpartition, existant dans la nature, ont ZtZ proposZs dans la
littZrature: la disposibn rZgulisre, la disposition alZatoire et la disposition en blocs
uniformes (Figure 3). Des intermZdiaires entre ces trois structtypeSE peuvent
Zgalement existefl5]. Des Ztudes complZmentaires ont permis de dZfinir plus
prZcisZment la structudes galactomannanes de caroube. Gellesit ZtZ rZalisZes
par dZgradation alcaling26], par oxydation au periodat®27], par rZsonance
magnZtique nuclZaire ddC [28, 29, 30] ainsi que par hydrolyse enzymatique
suivie dOune simulation par ordinatf8t, 32, 16] Sur base de ces rZsultats, il
appara’t que la structure fine des galactomannanes de caroube serait constituZe de
zones (issesE faiblement substituZes et de zondrsZ@sZeE beaucoup plus
denses en galactose latZraux, sans pour autaié goi@nt systZmatiquement
adjacents.
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Figure 3. Distribution des rZsidus galactoses sur la cha’ne de mannoses. [16hges

rZpartition rZgulisre, (b) rZpartition alZatoire, (c) rZpartition en blocs unifoGatectose

distributionalong themainchain ofmannoseAccording to[15]. (a) regular arrangement,
(b) random distribution, (c) distribution in uniform blocks.

La masse molZculaire est Zgalement un ZIZment important ~ prendre en compte
dans la caractZrisation de la structure molZeu®un polysaccharide. Elle est en
effet susceptible de modifier les propriZtZs physiques du polymere en solution. Les
galactomannanes, comme beaucoup dOautres polysaccharides naturels, ont tendance
" «tre polydispersZs, et par conquuent sont dZcritsuparmasse molZculaire
moyenne [15, 33] La masse molZculaire moyenne en nombre) (Mprise
gZnZralement dans la littZrature est sitwix environs de 300 000 Daltoj3g}, 15]

3.!Extraction, purification et composition de la
gomme

Les galactomannanes daroube sont fort recherchZs par |Qindustrie alimentaire
pour leurs propriZtZs texturantes. Dans ce but, IOendosperme de la graine de caroube
peut stre extrait et broyZ pour donner naissance "~ une poudre blanche
commercialisZe sous le nom dgdinme de caubeE. Le procZdZ dOextraction
utilisZ doit veiller ~ ne pas dZgrader les galactomannanes afin que leurs propriZtZs
technofonctionnelles demeurent intactes, tout en garantissant une certaine puretZ ~ la
gomme obtenue. Les enzymes rZsiduelles doiventrdgaletre dZnaturZes afin de
ne pas hydrolyser les galactomannanes lors de leur mise en solution aqueuse.
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Les dZtails des techniques dOextraction et dOautres traitements de la gomme de
caroube sont relativement confidentiels. On sait toutefois que les procZdZs
dOextraction classique des gommes naturelles ne peuvent «tre appliquZs " la caroube
" cause de |Oextne duretZ de ses graings, 36] Un procZdZ industriel gZnZral
dOextraction et de purification adaptZ ~ la gomme de caroube " partir des gousses et
plus spZcifiguement des graines de caroube est proposZ " la Figure 4. Il comporte
plusieurs grandes Ztape

|Gousses concassées H Concassage
| Enveloppe H Décorticage |

| Germes H Fragmentation

Broyage

f

Filtration H Insoluble

[
Précipitation
a
l'alcool

[ |

| Gomme de caroube |

Packaging

| Gomme de caroube clarifiée ‘

Figure 4. SchZma du processus d'extraction et de purification de la gomme de caroube.
DOapre§37]. Process of extraction and solubilisation of the locust bean geoording to
[37].
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Etape 1 : la séparation des graines

Dans un procZdZ classique, les cosses sont laissZes ~ sZcher pendant environ un
mois. Elles sont ensuite ZcrasZes dans les machines dOZgrenage, qui sont
habituellement des broyeurs ~ marteaux. Ces broysamsasseurs sont assortis
dOune sZrie de tamis trignt les morceaux cassZs selon la taille. Les graines sont
encore sZparZes des morceaux de cosses de meme taille en soufflant de |Qair dans le
mZlangd6].

Etape 2 : I’élimination des téguments

Une fois les graines rZcoltZes, la sZparation de I@ermes constitue le
traitement primaire de la production de gomme. Les principes de base du processus
sont une dZcutilation et une dZgerminatienmise en Tuvre dOun tel protocole est
difficile en raison de la soliditZ et de la duretZ des tZguments.ocespus de
dZcutilation consiste " enlever les tZguments. Pour ce faire, quatre techniques
principales peuvent stre utilisZesin traitement physique, un traitement chimique,
un traitement mZcanique et un traitement par trempage.

Le traitement chimiqueonsiste " carboniser les enveloppes coriaces " |0aide dOun
traitement ~ |10acide sulfuriqug88]. Un lavage et un brossage permettent
IOZlimination des fragments restants. Ce processus permet IQobtention dOune gomme
de caroube blanche et de haute visZd8it]. Toutefois, ce traitement entame et
altere partiellement I0endosperme dans ses caractZristiques physiques et chimiques
[6]. Le procZdZ physique repose sur IOZclatement plus ou moins complet de
IGenveloppe par r'™tissage (100;C).-Ciefle dZtachensuite facilement du reste de
la graine dans des machines abras[@8% [12] recommandent un r™tissage de 60
minutes ~ 150 jC pour obtenir une gomme de bonne qualitZ La gomme de caroube
obtenue par r™tissage est toutefois un peu plus fiG7¢Zkes haites temeratures
alterent cependant I0endosperme ainsi que IOembryon et entra’nent une sZparation
difficile des constituants. Le traitement mZcanique va sZparer la coque du mucilage
de la graine, en passant ces dernisres ~ travers des broyeurs © mavteaukre
dZcortiqueuse et appareil dZgermeur. Dans ce cas, il est possible dOobtenir des
mucilages purs et intacts, en empechant les fractions de coques et de germes de se
retrouver mZlangZes ~ I0endospeféheUne autre technique consiste ~ soumettre
desgraines entieres ou en morceaux ~ un trempage dans une solution aqueuse puis ~
une congZlatiorfi39]. La congZlation du liquide absorbZ augmente le volume des
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graines, entra’nant un dZtachement substantiel des diffZrents constituants tel point
que la coge et IOembryon sont facilement enlevZs par passage dans un sZparateur
mZcanique.

Etape 3 : la dégermination

LOZtape suivante consistera en I0Zlimination du germeciGsitiZcrasZ par
broyage mZcanique et ZliminZ principalement par tamisage. Hteeaters plus que
les endospermes qui sont broyZs en fines particules pour obtenir la gomme de
caroubg40].

Les rendements en endospermes, moulus et transformZs en gomme de caroube,
sont extrsmement variables et dZpendent tant du procZdZ dOextraction utilisZ que du
cultivar ou des conditions de climat et de sol lors de la culture du car¢ibjer
GZnZralement]| avoisine les 70% en masse. Les contaminants principaux de cette
mZthode sont les arabinoxylanes, prZsents ~ moins de 3%. Il est possible de les
Zliminer enzymatiquemeif]. Des protZines sont Zgalement prZsentes " raison de
2%. La dZgradation enzymatie des protZines est aussi utilisZe pour la purification
des galactomannangg.l] ont utilisZ la pronase pour rZduire la teneur en protZine
de 2,36% 0,57% de la gomme de fenugrgmoche de la caroube. La gomme de
caroube subit parfois des traitemeimndustriels ultZrieurs dans lesquels elle est
modifiZe chimigement, physiquement ou mZlangdé&autres gommes pour donner
un produit final avec des propriZtZs physiques et fonctionnelles amZliorZes ou une
solubilitZ accrugé].

Etape 4 : la clarification

Des traitements de purification (appelZs Zgalement clarification) ont ensuite lieu
dans le but dOZliminer les odeurs de la farine brute, les impuretZs et les enzymes
endogeneq42]. Pour ce faire,d gomme de caroube subit une clarification. Ceille
rZside en une solubilisation dans I(:[éi]J Parfois des solutions de soude diluZes
ou dOacide acZtique "~ 1% sont utili§Z8} Plus la tempZrature de solubilisation est
ZlevZe plus la matiere en solution est importabterendement de purification sera
donc amZliorZ en augmentant la tempZrature. Le matZriel insoluble est ensuite
ZliminZ "~ |0aide dOune Ztape de filtrg&®hou de centrifugatiofil5].
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Enfin, la gomme de caroube est prZcipitZe soit ~ |Oaide dOwsolvan du
polysaccharide (miscible ~ I0eau), soit par formation de complexes mZtalliques. Le
prZcipitZ est rZcupZrZ par filtration, sZchZ et broyZ en fines particules. Cette derniere
opZratbn peut etre rZpZtZe plusieurs fois selon le degrZ de puretZ gft&hdia
gomme de caroube obtenue est dite clarifiZe (extrajterdiZe)[37].

La prZcipitation " IOZthanol est la plus largement utilise La purification par
prZcipitation "~ I@sopropanol qui est peu utilisZe dans les laboratoires est une
mZthode de choix en gZnie des procZdZs indu$tel36, 43, 44]La prZcipitation
au mZthanol existe Zgalemep5]. Certains auteurs utilisent Zgalement la
prZcipitation " I0aide des complexes de cyiVfe46]ou de baryunj47] . Dans ces
complexes les ions cuivre et baryum Ztablissent des interactions entre les groupes
cis-hydroxyles des rZsidus de manng42]. Toutefois, les plus faibles masses
molZculaires observZes lors de ce type de purification pourraient sOexpliquer par un
clivage des cha’nes de molZcules de la gomme. Cela aura un impact Zvident sur les
propriZtZs finales du prodyit5]. De plus, cette mZtde ne permet pas dOZliminer
les arabinoxylanes, car ils prZcipit¢}. Il existe enfin une prZcipitation dans du
tampon borate ~ IQaide de bromure de cZtyltrimZthylammonium (cetavion). Ici
Zgalement, le groupement hydroxyle en positiie est essentielpour la
prZcipitation42].

Les compositions de gommes de caroube brutes et clarifiZes ont ZtZ investiguZes
par certains auteuri86, 42, 44] Il ressort de leurs rZsultats (tableau 3) que la
gomme de caroube est principalement composZe de galactonsa(eranen 93%,
dZterminZs par. diffZrence gravimZtrique), de protZanwon 45%), de lipides
(1%) et de minZraux (1%l.a purification permet dOZliminer la cellulose, la lignine
et les lipides, ainsi que de diminuer considZrablement les quantitia£taur et
de protZine§42].
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Tableau 3. Composition chimique (en %) de la gomme de caroube brute et purifiZe
exprimZe par rapport ~ la matiere seci2Oapre$42, 44] Table 3.Chemical composition
(%) relative to the dry mattenf crude andpurifiedlocust bean gunAccording tq42, 44].

Lopez da Silva & Gonealved 990 Andradeet al.1999

LBG brute LBG purifiZe bftg pu&i'];:’ge

Cendres 0,71+ 0,01 0,25+ 0,01 0,95 0,28
ProtZines 4,66 + 0,33 0,78+ 0,01 4,64 0,64
Lipides 0,92 +0,08 traces n.d n.d
C"eg"r‘]’i'r(]’se et 1,55+ 0,08 0,19+ 0,04 n.d n.d
Galactomannanes 92,2 98,8 94,4 99,1
TOTAL 100 100 100 100

% Matiere Seche 91,51 + 0,03 87,3+0,03 88,7 92,5

4.'Influence de la purification sur les propriétés de la
gomme

4.1. La solubilisation

Le point crucial du processus de clarification se situe lors des Ztapes de filtration
ou de centrifugation. COest ~ ce niveau que les matZriaux solubles et insolubles
seront sZparZs. La solubilitZ est donc le facteur clZ qui permettiadtiesizer, ou
non, des galactomannanes de caractZristiques donnZes qui gZnereront des gommes
aux propriZtZs et aux applications diffZrentes.

La solubilitZ de la gomme de caroube nOest pas liZe ~ une quelconque fusion de
zones cristallinef30]. DOapr+§48], la dissolution correspond principalement ~ une
extraction polymeresolvant. Elle peut ainsi etre reprZsentZe par le partitionnement
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thermodynamique des cha’nes de polymeres entre la phase solide amorphe du
polymere, gonflZe par le solvant, et la phake solvant pure environnante. La
solubilitZ des galactomannanes est liZe aux caractZristiques structurales de la gomme
de caroube. Le degrZ de substitution en galactose.(% la masse molZculaire

(My) sont les principaux parametres dont I0influenz&ZaZtudiZg83, 49} mais la
distribution des galactose le long de la chaine semble Zgalement impacter la mise en
solution.

A~

Sans les groupements latZraux prZsents une certaine concentration, le
polysaccharide isolZ est instable en solution et va cristalliser ou prZgpiteEn
rZalitZ, les zones non substituZes en galactose des galactomannanes sont le sisge
dOinteractionsntra- et intermolZculaires gZnZrZes par la prZsence de ponts
hydrogene entre ces zones conduisant, dans les cas extremes, ~ I0agrZgation et " la
prZcipitation[41]. Les galactomannanes avec un rapport M/G gZnZralement en
dessous de 2,5 tels que la gomieeguar (2) ou de fenugrec (1,1) sont considZrZs
comme solubles dans des solutions aqueuses diluZes oudils&ies et
thermodynamiquement stables. Plus le degrZ de substitution en galactose est ZlevZ,
plus la solubilitZ dans I0eau des galactomannanesugrsientZe. Pour certains
auteurs, les rZsidus galactopyranoses reprZsentent donc les parties hydrophiles du
galactomannangl9, 50} lls pourraient cependant Zgalement empscher la formation
de liaison coopZrative entre les segments de mannoses libremlae®mannanes
de rapport M/G intermZdiaires ~ ZlevZs (> 2,5) sont constituZs de chaines qui
affichent une solubilitZ partielle dZpendant de la valeur exacte du rappof88)/G
Les galactomannanes de caroube font partie de cette dernisre catZgmig et s
gZnZralement considZrZs comme partiellement solf#dlpsCertains constituants
se dissolvent donc directement dans de IQeau froide, mais une dissolution totale
accompagnZe dOune viscositZ importante nZcessitent une haute tempZrature et un
long trempage[33] ou une forte agitatiof50].

La temerature de solubilisation, lors de la clarification, va donc influencer
considZrablement les caractZristigues de la gomme, en sZlectionnant des
galactomannanes plus ou moins riches en galactose.

DOapres Poltd et al, 2007 approximativement la moitiZ en massed dOun
Zchantillon de gomme de caroube brute est soluble ~ 5{C, les autres constituants se
solubilisent progressivement avec IOaugmentation de la tempZrature. Plusieurs
Ztudes montrent ainsi que le &Sest inversement liZ aux tempZratures de
fractionnement et de solubilisatifigure 5). Les fractions solubilisZes "~ des
tempZratures de plus en plus hautes contiennent de moins en moins de gaBctose
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52, 53] A IQinverse, les fractions solublesdid sont donc celles qui contiennent le
plus de galactogd9].

> McCleary, 1985 ® Gaisford, 1986 4 daSilva, 1990
(commercial, average) ("™ (commercial, Indal)

= Mannion, 1992 * Fernandes, 1994 = Richardson,1998
(Sigma) (variety, Galhosa) (commercial, Meyhall)

Degree of Galactose Substitution

s " L L ,
. 40 60 100

Dissolution/Extraction Temperature (°C)

Figure 5. Composition moyenne en monomere de fractions de galactomannanes obtenues
sur une large variZtZ de source de gomme de caroube, parfois par fractionnement de
solubilitZ[33]. Avec|Oautorisation dOEseviarerage compositioim monomeof
galactomannanOs fractions, obtained feowide variety osourceof locust bean gum
sometimeéractionated bysolubility [33]. With permission from Elsevier.

~

[49] ont Zgalement constatZ une tendance "~ obtenir de plus hauts poids
molZculaires (M) lorsque la tempZrature de dissolution augmente, tel que mis en
Zvidence par chromatographie dOexclusion stZrique couplZe "~ une triple dZtection
(Figure 6). Les composantpolysaccharidigues qui se dissolvent avec une
augmentation progressive de la tempZrature possedent des cha’nes de plus en plus
longues, de |IQordre de 1 000 000 daltons. lls fournissent donc une contribution
positive la masse molZculaire globale. Par camstg une gamme assez large de
valeurs peut stre observZe, dans le meme matZriel, selon la tempZrature de
dissolution[49].
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Figure 6. Masse molZculaire (dZterminZ par SEC) de fractions de gomme de caroube
commerciale, solubilisZe entre 5 jC et 6548]. Avec IOautorisation dOElsevidolecular
weight @etermined bYSEQ of commercialocust bean gurfractionssolubilizedbetween 5

i C and 65 C [48]. With permission from Elsevier.

4.2. Le fractionnement

Des lors, les propriZtZs de solubilitZ degemme de caroube sont Zgalement
utilisZes pour la sZparer en fractions de structures fines diffZrentes DBy
diffZrents)[28, 33, 52] Deux techniques de fractionnement existent. La premiere se
rZalise de la meme manisre que |0Ztape de clarificdlam procZdZ industriel de
purification de la gomme de caroube. La farine brute dOendosperme de caroube est
dissoute " des tempZratures donnZes et rigoureusement contr™I|Zes, puis les fractions
solubles et insolubles ~ ces tempZratures sont sZparZesdngation. Enfin, le
surnageant soluble est ensuite prZcipitZ par un volume dOZthanol afin de rZcupZrer la
fraction spZcifique[38] met toutefois en Zvidence le fait que le volume dOZthanol
utilisZ influence la composition de la fraction rZcoltZe. HEwet,epour une
tempZrature de solubilisation donnZe, un surnageant obtenu apres centrifugation
donnera une gomme contenant une proportion croissante de galactose au fur et ~
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mesure que la quantitZ dOZthanol utilisZe lors de la prZcipitation augmente.
LOadjnction de grands volumes dOZthanol permet donc de prZcipiter une fraction
plus soluble de la gomme (car plus riche en galactoses latZraux). La seconde, une
technique par Zpuisement (soustractive), consiste " rZextraire successivement le
meme Zchantillon dns des volumes dOeau de tempZratures croissantes, pour gZnZrer
les fractions suivantes, jusquO” ce que plus aucune matisre supplZmentaire ne puisse
stre extraite [33]. Elle donne Zgalement des fractions de caractZristiques plus
marquZes que dans le premi@as de fractionnement, car la matisre rZcupZrZe
correspond "~ celle possZdant les caractZristiques structurales la rendant soluble dans
une gamme Ztroite de tempZrasur&n utilisant la premiere technique de
fractionnement, une grande quantitZ de gatatmanes solubles " de plus basses
tempZratures vient enrichir la fraction concernZe.

4.3. La relation structure-fonction

Le choix dOune tempZrature de travail lors de la clarification ou du fractionnement
influera donc considZrablement sur la structure ichiende la gomme obtenue. Une
tempZrature de dissolution plus importante permettra de produire une gomme,
clarifiZe ou fractionnZe, non seulement avec un rendement plus important, mais
aussi avec une plus grande proportion de galactomannanes longspetupies en
galactose. Ces fractions seront les plus efficaces pour promouvoir la gZlification et
les interactions synergZtiques avec dOautres biopoly[88te®es compositions de
gomme diffZrentes, dues ~ des structures diffZrentes, gZnerent ainsiopeZtgs
physiques et fonctionnelles diffZrentes en solution aqug@se28, 33, 52] De
nombreuses Ztudes permettent dOZtablir un lien entre la sBywincgpalement la
longueur des cha’nes et le rapport M¥@t les propriZtZs du galactomannane en
solution.

En effet, la viscositZ intrinseque dOune solution est proportionnelle ~ sa masse
molZculaire moyenng53]. Ainsi, plus un galactomannane possede de chaines
longues, plus sa viscositZ en solution est importante. Le comportement visqueux,
bien qe dZpendant de la concentration, est Zgalement fortement influencZ par le
rapport M/G. Ainsi, des polysaccharides en possZdant un faible prZsentent une
viscositZ peu importan{é5, 54, 55] LOZtude de la viscoZlasticitZ rZvele aussi une
influence de la sticture du galactomannane sur les propriZtZs de la solution. Des
cha’nes plus longes et moins substituZes gZnZreront plus rapidement un
comportement Zlastique[56, 57} Enfin, des structures diffZrentes de
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galactomannanes se comportent diffZremment lors de la formation de gels par
association ~ dOautres polysaccharides tels que-tesraghZnane$l5, 58]
|Oagarosd5] etble modele le plus ZtudiRle xanthanell a ainsi ZtZ dZmontrZ que

le degrZ dOraction avec le xanthane est inversement proportionnel au[5%

60]. La tendance observZe est la meme lors de IQassociatiocauaghZnanes et
|IOagarose. Ces comportements physiques rZsultent principalement des interactions
intra-, inter molZalaires, et intepolyholosidiques, favorisZs par les zones pauvres

en galactosgs1].

5.'Conclusions

Le procZdZ industriel de fabrication et de purification de la gomme de caroube
conditionne les caractZristiques de celleet, par conquuent ses potentialitZs
dOapplications. Dans ce procZdZ, la tempZrature de solubilisation des
polysaccharides est l@a@metre critique ~ contr™ler.

Une tempZrature relativement basse sZlectionne des galactomannanes de faibles
masses molaires et de contenu en galactose important. Ces fibres ont un caractere
hydrophile plus marquZ. A contrario, une tempZrature deiltyaua importante
permet de solubiliser des galactomannanes plus longs et tres pauvres en galactose,
qui apporteront leurs contributions aux caractZristiques globales de la gomme
obtenue. Cette gomme possZdera une masse molZculaire moyenne plus importante
et un degrZ de substitution en galactose plus faible. Ces deux types de gomme
prZsenteront des propriZtZs physiques diffZrentes en solutions aqueuses. Les
premisres possedentles viscosits plus faibles mais immZdiatgcar solubles "
faible tempZrature}andis que les secondes prZsentent un comportement visqueux
plus marquZ mais nZcessitent un chauffage prZalable. Ces dernisres sont Zgalement
plus efficaces dans la formation de gels par association ~ dOautres polysaccharides,
gr¥%ece aux possibilitZs déautions plus nombreuses quOelles offieqtar leurs
structures.
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Note introductive

Le chapitre prZcZdent a permis de mettre en Zvidence IQimpact du procZdZ
dOextraction et de purification sur les propriZtZs de la gomme. Le paramstre
dZterminant, identifiZ ~ ce niveau, Ztait la solubilitZ des galactomannanesciCelle
est impactZe par kempZrature de travail et va conditionner les propriZtZs de la
gomme.

Cette analyse reste cependant incomplste. La solubilisation lors du procZdZ de
purification va effectivement influencer les propriZtZs de la gomme, mais
indirectement. En rZalitZ, tdatsolulilitZ queles propriZtZs sont liZes " la structure
fine des galactomannanes. La relation structure chimijpeopriZtZs physiques
des galadmannenegera donc IOobjet de ce chapitre.

Les galactomannanes sont constituZs dOune cha’ne principserdsyls sur
laquelle se situent un certain nombre de substituants galactosyls. Trois principaux
ZIZments de caractZrisation structurale des galactomannanes (au sens large) sont
dZcris dans la littZrature le degrZ de substitution en galactose, la lengules
cha’nes et la distribution des unitZs dalsyls. Ces caractZristiquesns mises en
relation avec des propriZtZs physiques telles que la solubilitZ, la rhZologie, et la
formations de gels isolZs ou combinZs avec dOautres saccharides.

Cette syntkse permet ainsi de rassembler et de structurer IOensemble des
connaissances sur le sujet et permettra ainsi dOanalyser et dOinterprZter les rZsultats
prZsentZs " la seconde section en regard des congasssrientifiques en la
matiere. En outre, les aspects thZoriques indispensablestemimiques de
caractZrisation structurales physicechimiques et utilisZes dans le cadre de ce
travail y sont Zgalement prZsentZs.

DOautre part, cette synthese a Zgatepermis de mettre en avant certaines zones
dOombres sur le sujet. Ainsi, il appara’t que gZnZralement, seuls les degrZs de
substitutions en galactose et les longueurs de cha’nes sont les parametres
dZterminZs et mis en relation avec certaines propdat¥sla plupart des Ztudes
traitant des galactomannanes (la distribution des galactosyls est pourtant tres
importante). Souvent, aucun parametre nOest meme dZterminZ atitéess
d@tudes interpretent les propriZtZs observZes sur base dOune structure
communZment admise pour les galactomannanes.

De cette synthese dZcoule la stratZgie mise en luvre dans la section
expZrimentale et qui vise ~ mettre en relation la structure chimique fine
(distribution des galactosyls incluse) rZellement dZterminZe avetsemigde de
propriZtZs.
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1. Abstract

Carob galactomannan fine chemical structure is closely related to the physical
behavior developed in aqueous solution. Three elements of structural
characterizationare mainly described in the literature: the degree of galactose
substitution, chain length, and galactose units distribution. This review article will
attempt to highlight the impact of different structural features on physical properties
such as solubilt, viscosity, formation of hydrogels or gels in combination with
other saccharides. The impact of industrial purification process on the structure and
physical properties is also developed.

2./ Introduction

La gomme de caroube, connue des IOEgypte anci@sheyn composZ dont
[Qutilisation industrielle remonte au dZbut dii*2€iscle. Dans les annZes 1940,
lorsque les restrictions liZes " la guerre rendaient difficile son approvisionnement, il
fut nZcessaire de lui trouver un substituant, ce qui a cond@Emergence de la
gomme de guarl]. La gomme de caroube a retrouvZ par la suite ses lettres de
noblesse et est, ~ IOheure actuelle et gr¥%.ce ~ sa capacitZ dOautoassauiaitifn, un
alimentaire (E410) utilisZ industriellement pour ses propriZtZs texmies
(Zpaississantes et viscosifiantes) et stabilisantes [2]. Elle entre notamment dans la
composition des cremes gIacZes, des soupes, des friandises, des aliments pour bZbZs,
des produits laitiers, des boissons alcoolisZes ehlootisZes, des alimengur
bZtail, etc. 3-12]. La gomme de caroube possede Zgalement la propriZtZ de former
des gels par association ~ dQautres polysaccharides (carraghZnanes, xanthane,
agarose, etc.), = des concentrations bien infZrieures ~ une utilisation de ces
polysaccharides seuls. Il est, des lors, Zconomiquement intZressant dOy avoir recours
comme agent_ egZlifiant pour des applications telles que les cremes laitieres, les
cremes fouettZes, les cremes glacZes sans lait, le surimi, les boulettes de viande
aIIZgZes les analogues de mozzarella, etel§l3ans les produits de boulangerie,
|Oadjonction de gomme de caroube prZvient ou retarde la rZtrogradation des amidons
et des amidons modifiZs et influe sur la viscositZ de ces dettifered gomme de
caraube est Zgalement utilisZe en tant quOadditif pour des applications non
alimentaires dans 1Qindustrie papetisre, cosmZtique, textile et pharmacetitique [
18-21], o+ ses propriZtZs dOagent de libZration contr™IZe de mZdicament sont prisZes
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[22] ainsi quesa capacitZ de aglification, utilisZe en encapsulation de principes
actifs [23].

A~

La gomme est fabriquZe ~ partir de IOendosperme des graines du caroubier
(Ceratonia sliliquaL.). Cet endosperme est composZ de polysaccharides de rZserve
(hZmicelluloss) appelZs galactomannanes. lls sont constituZs dOune chaine
principale de mannose sur laquelle sont greffZs des substituants lai&saésidus
galactosyles (figure 1). Les galactomannanes, une fois extraits et purifiZs,
confereront ~ une solution aguse de gomme de caroube les propriZtZs texturantes
tant recherchZes par I0industrie. Les propriZtZs physiques de la gomme en solution
sont intimement liZes " sa structure molZculaire fine, qui estmetiee dZpendante
du procZdZ de fabrication et de daafion de la gomme de caroube.

OH Galactose
CH,OH o /

"o Mannose
Mannose O o / \
\ éu OH oon
HO . ~ HO Q
07%) o o 0.,
o 0o J . 0 HO .
CH,OH O S | Voo | CH,0H O™

C4CB C3C5 C2 C

gomme de caroube (4:1)

gomme de tara (3:1)

Figure 1. Structure des galamhannanes de la gomme de caroube et de la gomme tara.
AdaptZ dOapres [76igure I Structureof locust bean and tara galactomannaAscording
to[76].

Il existe donc, dans la IittZratheientifique, plusieurs thZories visant ~ mettre en
relation la structure chimique et le comportement en solutions aqueuses, et vice
versa [79; 24-37]. Malheureusement, bien souvent, les seuls parametres pris en
compte dans ces modeles sont la masseZouthire et le degrZ de substitution en
galactose. Pourtant, le motif de distribution des rZsidus galactosyles latZraux semble
impacter profondZment les caractZristiques physiques dOune solution de
galactomannanes.
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Le prZsent article a donc pour objedi rZintZgrer ce paramstre " la discussion,
tout en dressant un Ztat des lieux, le plus complet possible, des relations structures
fonctions des galactomannanes de caroube.

3.!La caroube : origine, situation et description.

Le caroubier ouCeratonia slilgua L., de la famille deCaesalpiniaceaeest un
arbuste dioeque " feuilles persistantes et de croissance Kent&9]. COest une
essence thermophile cultivZe en climat mZditerranZen, mais originaire des pays
arabes 38]. Elle est souvent utilisZe polutter contre la dZforestation et I0Zrosion
des sols39. Le Ceratonia siliquaatteint une taille de 15 ~ 17 mstres et a une durZe
de vie de 200500 ans. Ses fleurs, petites et rouges, donneront apres fZcondation
naissance aux fruits appelZs goussesgadusse du caroubier, nommZe caroube, est
composZe de pulpe et de grairies composition de la pulpe de caroube dZpend de
la variZtZ, du climat et des techniques de cultures. Toutefois, on peut avancer que la
pulpe de caroube reprZsente 90% de la mas$aitl Elle est riche en tanins et en
sucres, dont le saccharose reprZsente 65 ~ 75% des sucres 38faleq graines
constituent environ 10% de la masse de la gousse et sont exploitZes dans IQindustrie
agroalimentaire pour leurs propriZtésturantes19; 38]. Elles sont composZes de
3 parties la coque (tZguments), IOendosperme et la radicelle.

LOendosperme se trouve sous les tZguments. Il reprZsente 40 ~ 50 % de la masse
de la graine et constitue la matiere de base utilisZe daabriadtion de la Gomme
de caroub& K0]. LOendosperme renferme les polysaccharides de rZserve appelZs
Cgalactomannands. Au centre de IOendosperme se trouve la radicelle (ou
embryon), reprZsentant entre 15 et 30 % de la masse ssche de la4fijai@el[e-ci
possede une valeur ZnergZtique ZlevZe due " son taux important de protZines
principalement solubles dans IOeau et de lipides majoritairement insaturZs. Elle est
employZe pour la nutrition du bZtail et comme aliment diZtZtigleLfa radicelle
contient Zgalement un certain nombre dOenzymes : ded dfdmannanases, des
o-galactosidases et desB-mannosidases, susceptibles dOhydrolyser les
galactomannanes lors, par exemple, dOun processus de gerrféhtion
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4.!Extraction et purification de la gomme de
caroube

LOendosperme de la graine de caroube peut tre extrait et broyZ pour donner
naissance " une poudre appeIZgo@]me de caroulle. Le procZdZ dOextraction
utilisZ doit veiller ~ ne pas dZgrader les galactomannanes afin que leurs proantZs
technofonctionnedls demeurent intactes, tout en garantissant une certaine puretZ " la
gomme obtenue. Les enzymes Zsiduelles doivent Zgalement stre dZnaturZes afin de
ne pas hydrolyser les galactomannanes lors de la mise en solution aqueuse de la
gomme. La premisre ZtapeudprocZdZ gZnZral de fabrication de la gomme de
caroube consiste ~ extraire chaniquement les graines des pt#sés seconde
Ztape nommZe dZcutilationE a pour but dOZliminer les tZguments. Quatre
prochZs principaux existente traitement chimige ~ IOaC|de5[ 42; 43 ;
procZdZ thermique par r™tissdgedB; 44] ; le procZdZ mZcanique utilisant des
broyeurs = marteaux et des chortiqueus@ ;[ le traitement par trempage et
congZlation 45]. LOZtape suivante consistera en |OZlimirdtiayerme. Celugi
sera donc ZcrasZ par broyage mZcanique et enlevZ principalement par tamisage. Il ne
reste alors plus que les endospermes qui seront broyZs en fines particules pour
obtenir la gomme de caroub&q].

Des traitements de purification ontseiite lieu dans le but dOZliminer les odeurs,
les impuretZs et les enzymes endogq®s La clarification, le processus le plus
rZpandu, consiste en une solubilisation de la gomme dans deSd0daud soude
ou de IOacide acZtiqué $uivie dOune Fta de filtration[5] ou de centrifugatiofi]
pour Zliminer les insolubles. Les galactomannanes seront ensuite prZcipitZs ~ I0aide
de solvants tels que 10Zthar], [IO|sopropaon850] ou le mZthano[51]. La
prZcipitation des galactomannanes pégdalement stre obtenue par la formation de
complexes cuivriquesty ; 52] ou de baryum43]. La prZcipitation dans du tampon
borate est Zgalement citZe dans la littZrature scientifigque54]. LOZtat de
purification ~ une grande influence sur la compiositet les propriZtZs de la gomme
de caroube. Lors de la clarification, la temerature de dissolution influence
considZrablement la composition de la gomme obtenue et les propriZtZs
physicochimiques qui en dZcoulent. Ainsi, une gomme de caroube purifidd "
prZsente des propriZtZs significativement diffZrentes de celle extraite “[6Baud
La tempZrature nOest pas le seul facteur impactant sur les propriZtZs de la farine de
caroube clarifiZe. La proportion de solvant utilisZ lors de la prZcipitatiom j
Zgalement un r™le important.
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S.]Les galactomanannes de caroube, leurs
structures fines et leurs conformations en
solutions aqueuses

Les galactomannanes sont constituZs dOune cha’ne principale de DZsidus
mannopyranoses liZs ef-(1—4) sur laquelle segreffent des rZsidus-
galactopyranoses uniques gr%.ce ~ une liaison de-ipe6) (figure 1) p6; 34].
Cettestructureest basZe principalement sur les rZsultats dOanalyses de mZthylation
et des expZriences dOhydrolyse partielle. Ainsi, la mZthylatid®@hgdrolyse
suszquente an-rent des solutions mixtes de 2{8{#a@>-methytD-galactose, de
2,3,6tri-O-methytD-mannose, et de 2@-O-methylb-mannose, tandis que des
hydrolyses partielles produisent des disaccharides-@e-®-galactopyranosyb-
mannose et de-@-B-D-mannopyranosyb-mannosdl]. Cette structure de base est
communZment admise pour tous les galactomanannes. Trois ZIZments vont
cependant permettre dOZtablir leurs structures fines et ainsi de distinguer les
diffZrents types de gatanannanes le rapport mannose/galactose, la distribution
des rZsidus galactose le long de la cha’ne de mannose et la longueur des cha’nes.

5.1. La composition en galactosyls latéraux

Le rapport mannose/galactose (M/G) est gZnZralement dZterminZtode
de Blakeney[57]. Il peut, en fait, varier de 10 ~ 1 en fonction de IOespece vZgZtale
[58]. Les galactomannanes constituants une gomme de caroube brute possedent, en
moyenne, uM/G de 4. Ce rapport est toutefois ~ nuancer car il peut varier selon les
conditions de culture (conditions climatiques, composition du sol, variZtZ et %o.ge de
|Qarbre, etc.) et le procZdZ de fabrication de la go@mé&g]. La gomme de guar
et la gomme tar® deux autres gommes commercialement importaDf@sssedent
un rappor moyen de 2 et 3 respectivemelO][ On utilise Zgalement dans la
littZrature le degrZ de substitution en galactose{D9a place du rapport M/G. I
correspond " la masse de galactose divisZe par la masse de manrgase [B8/
= 1/(rapport M/G)].
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5.2. La structure fine de la gomme

LOintZrst commercial portZ aux galactomannanes a dZbouchZ sur 10Ztude de la
distribution des rZsidus-galactopyranoses sur la chaine principale de rZsidus
mannopyranoses. MalgrZ IQutilisation relativement ancienneeslegommes,
IOGZIucidation de la structure fine des galactomannanes nOa dZbutZ que bien plus tard
(annZes 1960970), avec |Oapparition et la gZnZralisation de certaines techniques de
mesure. Les premieres Ztudes rZalisZes ont mis en luvren-tegalactosiases
[61; 62] et desB-D-mannanase$]l]. Ces enzymes testZes sur des galactomannanes,
de meme rapport M/G mais dOorigines botaniques diffZrentes, ont gZnZrZ des
cinZtiques dOhydrolyse et des produits de dZgradation forts diffZrents. Il appara’t
ainsi que I0arrangement des substituants galactosyl sur la chaine de mannose est tres
diffZrent dOun galactomannane "~ IQautre et est vraisemblablement 1liZ ~ 10espsce
vZgZztale dOorigindd; 55]. La distribution des groupeas-galactosyl le long de la
chaine pringbale de mannose serait donc la consZquence de mZcanismes de
synthese in vivo, qui impliquent probablement des transfZrasesnnosyl en-
galactosyl fonctionnant de concert et variant significativement dOune espsce " |Qautre
selon les diffZrences strucales autour des sites actifs des enzyr8 Bur base
de ces observations, diffZrents types de rZpartition ont ZtZ proposZs : la disposition
rZguliere, la disposition alZatoire et la disposition en blocs uniformes (figure 2). Des
intermZdiaires entre céis structures §peskE peuvent Zgalement exister dans la
nature[1].

a =M~ M~ M~-M=-M-M M-M—*—.\l—u—u-h}(-m-)ld-)ﬂ—
1 1
G G G G g G G G

b —M—M—H—M—M—M—M-H-H-M-h‘(—l(-M—M-M-M—H_M—
) ]
G G G G

© - M~ 3~ H~ M~ M= M~ M M~ D= M = M= Y M= M= M- Y- M- MMM
GG6G66GG 6GGGGGG
N )
Zone lisse Zone hérissée

Figure 2. Distribution des [Zsidus galactoses sur la cha’ne de manma)seipartition

rZguliere, (b) rZpartition alZatoire, (c) rZpartition en blocs uniforieeptZ dOapre& ]
Figure 2 Galactose distribution along the main chain of mannose : (a) regular
arrangement, (b) random distribution, (c) distribution in uniform blogksording to [1].
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LOZlucidation spZcifique de la structure de la gomme de caroube a ZtZ proposZe
pour la premiere fois en 1975 en utilisant une technique de dZgradation alcaline
(figure 3) p4]. Cette Ztude a pu dZmontrer que la gomme de caroube ne contient pas
de chaines latZrales disposZes de manisre rZgulisre. Ses rZsidus latZraux sont situZs
sur ces blocs de rZsidus mannose, chaque bloc substituZ Ztant composZ de 25 rZsidus
mannose. En considZrant que la masse molZculaire de la gomme de caroube est
dOenviron 210 000 Daltons et que les blocs substituZs sont sZparZs par des sZquences
dOunitZs de marse norsubstituZes de longueurs Zgales, on peut estimer le nombre
dOunitZs mannose de chaque bloesnbstituZ ~ 85. La meme mZthode appliquZe *
la gomme de guar dZmontre, par contre, une structure primaire rZdisisre |

La structure proposZe pourgamme de caroube a ensuite variZ et ZtZ affinZe avec
IGZvolution des techniques dOanalyse. Plusieurs Ztudes complZmentaires ont ainsi
apportZ certaines prZcisions quant " la structure chimique des galactomannanes issus
de la gomme de caroube. La mZtho@®xidation au pZriodate a dOabord mis en
Zvidence que la gomme de caroube Ztait constituZe de longs blocs de rZsidus
mannose nosubstituZs, de longs blocs dans lesquels chaque second rZsidu
mannose est substituZ par un galactose, et de blocs plus emsteshuels il y a
une haute densitZ en substituants galacGfe [

Par la suite, le recours " la rZsonance magnZtique nuclZaif€ {®6-68] a pu
informer sur la proportion entre les disaccharides de manneseodio et non
substituZs en galactosesur la proportion de triplets de mannosesdiriet mono
substituZs en galactose. Il est ainsi possible dOestimer la rZpartition des galactoses
sur la cha’ne de mannose. Ces Ztudes accrZditent la these dOune rZpartition des
galactoses sous forme deds, du moins pour une certaine fraction de la gomme de
caroube. Cette thZorie semble confirmZe par des Ztudes de rZsonance magnZtique
nuclZaire en phase solide sur un gel de gomme de caroube. Le mannose y apparait
sous deux populations dynamiques diffifes, traduisant des diffZrences de
mobilitZ au sein de la structure. La population la moins mobile pourrait
correspondre aux blocs nenbstituZs du galactomannane impliquZs et bloquZs dans
des interactions intra et intevolZculaires [69]. Plus rZcemmenles travaux de
rZsonance magnZtique nuclZaire ~ deux dimensions prZtendent que les subsituants
galactosyls sont eumemes substituZs p&au minimumbdeux galactopyranoses
liZs ena (1-4) [70]. Ce modele, en rupture avec la structure de base communZmen
admise, nOest toutefois pas confirmZ par les Ztudes de mZthylation et dOhydrolyses
partielles.
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Figure 3. DZgradatlon alcaline palA) B- -Zlimination et mZthyIat|on suivie par (B)
hydrolyse acide, rZduction et acZtylation [@4lec |OautorisatiorOElsevieFigure 3:
Alkaline degradatiorby: (A) -eliminationand methylatiorfollowed by(B) acid hydrolysis

reduction andacetylation[64]. With permission of Elsevier.

Le dernier type dOZtudes rZalisZes met en Tuvre une hydrolyse enzymatique suivie
dOune simulation par ordinatel8{ 71; 72]. Cette approche implique la
caractZrisation et la quantification des oligosaccharides produits par hydrolyse de
galactomannanes par de@-mannanases hautement purifiZes ainsi que la
connaissance complete de tnZtique dOaction de celtés A partir de I°, un
modsle dZcrivant les besoins en sites de liaison des enzymes ZtudiZes a ZtZ Ztabli. En
confrontant ce modele aux oligosaccharides obtenus lors de IOhydronse il est
possible de dZduire la structure arale du polysaccharlde ZtudiZ. Les rZsultats
apportent des prZcisions suppIZmentalres ceux obtenus -jushaedistribution
des rZsidus galactose y est irrZgulisre, avec une haute proportion de doublets
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substituZs, une proportion plus faible de étiplsubstituZs, et I0absence de blocs de
substitution. La probabilitZ de sZquences dans lesquelles des rZsidus de mannoses
sont substituZs alternativement est faible. La distribution probabiliste des tailles de
blocs des rZsidus mannoses -sabstituZs indue quOil y a une plus grande
proportion de blocs de taille intermZdiaire que celle que IOon retrouverait dans des
galactomanannes avec une distribution alZatoire des substituants. Il ne convient des
lors plus de parler de blocs entisrement substituZs.

La structure fine des galactomannes de caroube est donc constituZe de zones
ClissesE, faiblement substituZes et de zonbZr@sZeE beaucoup plus denses en
galactoses latZraux, sans pour autant quOils soient systZmatiquement adjacents. Ces
dernieres anZes, aucune nouvelle Ztude sur la dZtermination structurale de la
gomme de caroube nOa ZtZ publiZe. La structure en ziissesEC et zones
ChZrissZeg est celle qui est donc communZment admise (bien que difficile "
dZmontrer avec certitude) et qertsde base de discussion ~ la plupart des auteurs
lors dOZtudes de caractZrisation des propriZtZs fonctionnelles de la gomme de
caroube.

5.3. La masse moléculaire des galactomannanes

La masse molZculaire est Zgalement un ZlIZment important ~ prendre en compte
dans la caractZrisation de la structure molZculaire dOun polysaccharide. Il est en effet
susceptible de modifier les propriZtZs physiques du polymere en solution. Les
galactomannanes, comme tous les polysaccharides naturels et polymeres de
synthese, onténdance " stre polydispersZs, et par consZquent, sont dZcrits par une
masse molZculaire moyenr®0[. La valeur de la masse molZculaire moyenne est
fortement dZpendante des conditions de prZparation des solutions de
galactomannanes ainsi que de la techmida mesure utilisZe. La tempZrature de
solubilisation est le facteur clZ qui va le plus influencer les valeurs des masses
molZculaires. Plus elle est importante et plus les valeurs de masses molZculaires
mesurZes et les rendements de solubilisation ségaement importants (figure 7).

La durZe de dissolution dOun Zchantillon est aussi un ZIZment importeit. du

2 heures de temps, elle nQaura toutefois pas dOinfluence sur la masse molZculaire
mesurZe 32). La taille de la mouture de la poudre deocde ne semble pas
influencer la masse molZculaire des galactomannagks [
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Deux types de techniques de mesures de masses molZculaires sont principalement
utilisZes

(A)!Les mZthodes chimiques permettent dOestimer la masse molZculaire moyenne

en nombré\l,. Cette grandeur ne dZpend que du nombre de molZcules de
polymere, indZpendamment de leur forme et leur magse. _ >N, -M,
2N,

Avec: Ni, le nombre de polymeres de masse molZculaire Mi. Les mZthodes basZes
sur la rZduction des groupements terminaux de chaque cha’ne [73] nZcessitent des
polysaccharides hautement purifiZs, tandis que celles utili€mtydlation au
pZriodate sont souvent exposZes ~ une hgpgdation. Elles sont donc souvent
imprZcises [1]. Les Mn de la gomme de caroube brute se situent aux alentours de
300 000 Daltons [174]. Ce sont les valeurs les plus gZnZralement reprisesadans |
littZrature. Des valeurs similaires sont obtenues lors de mesures rZalisZes par
ultracentrifugation analytique [34].

(B)!Des rZsultats diffZrents sont observZs lors du recours aux mZthodesurasZes
la transmission dOune onde lumineuse-dérseres dZterminent la masse
molZculaire moyenne en masse.M ;. _ LNMZLw "M,

PN M, Liw

Cette grandeur ne dZpend pas que du nombre de molZcules, mais aussi de la masse
des molZcules de polymere. Avec:,wa masse totale de toutes les molZcules de
masse molZculaire Mi. Certains auteurs estiment ainsi, par chromatographie
dOexclusion stZrique, "~ environ 1000 000 Daltons le Mw de la gomme de caroube
dans de IOeau [32]. Lealaurs obtenues dans de telles conditions sont souvent
artificiellement Zlevé par I0agrZgation (association) intermolZculaire.

Les phZnomenes dOagrZgation ont ZtZ mis en Zvidence, meme " des tres faibles
concentrations (C = 0,1 %), dans certains sdtva@®analyse, tels que IOeau. Une
meme gomme de caroube mesurZe, par chromatographie dOexclusion stZrique, dans
de IOeau et du tampon phosphate donnera ainsi des valeurs de Mw forts diffZrentes,
respectivement de 820 000 Daltons et 370 000 Daltons [3%jlear obtenue de la
masse molZculaire est donc fortement affectZe par la conformation de la molZcule en
solution aqueuse et la concentration, responsables des propriZtZsniéaation.

Ce phZnomene est particulierement marquZ pour les polymeresZgass de
nombreuses sZquences sostituZes [75].
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5.4. La conformation des galactomannanes en milieu
aqueux.

La conformation la plus probable des galactomannanes en solution aqueuse
semble stre en ruban (ibbonlike E) [56]. Dans cette structure en 3 dinsions, le
Cs du rZsidu mannosyl est localisZ ~ I0extZrieur de la cha’ne principale (figure 4 et
5). La libertZ de rotation au niveau des liens glycosidiques est tres rZduite et, par
consZquent, les cha’nes latZrales-dalactosyl de mannoses adjacemissZparZs
par un nombre pair dOunitZs, vont se situer sur des c™tZs opposZs de la cha’ne
principale. Ceux qui sont sZparZs par un nombre impair d'unitZs mannose resteraient
du meme c™1tZ de la cha’ne principa [Dans dOautres travaux,donformation
des galactomannanes en solution aqueuse est moins ordonnZe et de type pelote
(CRandom CoiE) (figure 5) 25; 76]. Enfin, dOapres une autre Ztudes
galactomannanes peuvent tant™t adopter une conformation plus ordonnZe en ruban,
tant™t adopter unenformation en pelote alZatoire (figurg/BJ]. La conformation
plus ordonnZe serait privilZgiZe lors de la formation de gels, tandis que la pelote est
favorisZe en solutions aqueuska.structure de la pelote est, en outre, susceptible
de varier selote mode de distribution d@sgalactosyl latZraux. Ainsi, une Ztude de
prZdiction informatique informe que plus le nombre zones lisses est important, plus
la pelote sera Ztendue en solution aqueu&$. Ces rZsultats sont assez
contradictoires avec dOastrmodeles existants, os IQexistence de zones lisses est
prZsentZe comme favorisant les interactions-ataéines qui rZduisent le volume
hydrodynamique (figure 64B; 79].

(lial
0

lOH
|
CH CH.
0 0
LT N LT

(I:H2 : H2

0 0

Gal Sal

Gal Gal C'val
—rl!an -Man- r!/lan-Man— Man-Man—Man-Man-Man-
|

Gal Gal

Figure 4. Conformation possible des galactomannanes en solution aqueusagérrent
des chaines latZrales de galactosyles B&ic |Qautorisation dOEIseviégure 4: Probable
conformation ofjalactomannans aqueous solution aratrangemenbf galactosylside

chains[56]. With permission of Elsevier.
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Figure 5. Les deux conformations des galactomann&esshZrissZ, les zones substitEZes
" gauche, la pelote alZatoiré droite, la forme en ruban [77Avec |Qautorisation dOElsevier.
Figure 5: The twoconformations ofjalactomannansthe substitutechreas ae bristlingb
on theleft, random coil, on the rightjbbon-like [77]. With the permission of Elsevier.

Disposition aléatoire Disposition en blocs uniformes

) D

volume hydrodynamique

Figure 6. Intervention des zonesli§sesE dans les interactions intramolZculaifetaptZ
dOapre§48]. Figure 6 Interventionof "smooth"areasin theintramolecularinteractions.
According to[48].
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6. Les propriétés des galactomannanes en solutions
aqueuses

Les propriZtZs physiques des galactomannanes de caroube en solutions aqueuses
qui sont dZveloppZes dans ce chapitre sont celles quOil est possible de mettre en
relation avec la structure. Il sOagit de la solubilitZ, de la viscositZ et viscoZlasticitZ,
de k formation dOhydrogels et de gels associZs ~ dOautres polyholosides. LOimpact
de la gomme de caroube dans des formulations plus complexes (de type alimentaire)
nOapporte pas dOZIZments nouveaux de rZflexion ~ la question de la relation
structurefonction. Il ne sera donc pas abordZ dans ce travail.

6.1. Solubilité et influence de la température sur les
caractéristiques de la gomme de caroube

6.1.1.! La solubilisation des galactomannanes

LOZtude de la solubilitZ des polysaccharides en milieu aqueux est tres if@portan
car elle est intimement liZe aux autres propriZtZs que ces polymeres dZveloppent en
solution. DOun point de vue pratique, la solubilitZ en solution aqueuse des
galactomannanes de caroube sOexprime par le biais dOun pourcentage mesurant la
proportion duproduit restant en solution suite ~ une centrifugation. Cette solubilitZ
dZpend des dissolutions prZalables, de I0Zquilibre entre les interactions molZcules
molZcules et molZculemlvant, de la nature physichimique des molZcules ainsi
que de I0Ztat mhigue de la matisre. La solubilitZ dans 10eau de la gomme de
caroubeest relativement faible. Plusieurs techniques ont donc ZtZ avancZes pour
augmenter cette solubilitZ. La carboxylation, la formation dOZther,
IOhydroxyalkylation, IQestZrification et lanfation de dZrivZs phosphates en font
partie B7]. Certains auteurs se sont intZressZs " 10Ztude de la solubilitZ de la gomme
de caroube.

Des analyses de diffraction aux rayons X aux grands angles ont ainsi montrZ que
la poudre de caroube brute ou cidiéfavait, classiquement, un profimorphg67).
Par opposition, dOautres galactomannanes commerciaux, tels que le fenugrec,
prZsentent un profil cristallin. En rZalitZ, plus lesP&igmente, plus la tendance *
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la cristallinitZ augmente. Dans le casldeggomme de caroube, la solubilitZ nOest
donc pas liZe ~ une quelconque fusion de zones cristallines. La dissolution
correspond principalement ~ une extraction polyreotvant B1]. Il sOagit dOun
partitionnement thermodynamique des cha’nes de polymmtes la phase solide
amorphe du polymere, gonflZe par le solvant, et la phase de solvant pure
environnante. Ce partitionnement dZpend de la concentration et de la tempZrature de
la solution mais Zgalement des caractZristiques structurales des polymetegrd e

de substitution en galactose (% et la masse molZculaire gMsont les seules
caractZristiques structurelles dont IOinfluence sur le comportement de solubilitZ des
galactomannanes a ZtZ rZgulisrement ZtudiZe. Contrairement " la distribution des
substituants galactosyls, ces deux parametres prZsentent IOavantage de pouvoir stre
dZterminZs assez facilement.

Sans une proportion de groupements latZraux{BD), un polysaccharide isolZ
est instable en solution et va cristalliser ou prZcipBé}. [Les galactomannanes
avec un DSa gZnZralement au dessus de 0,4 tels que la gomme de guar (0,5) ou de
fenugrec (0,9) sont considZrZs comme solubles dans des solutions aqueuses diluZes
ou semi diluZes et thermodynamiquement stables. lls prZsenterstructire
alZatoirement enroulZe dans des solutions diluZes. Comme les groupes ionisables
sont absents, la solubilitZ dans IOeau et la qualitZ du solvant semblent etre
directement liZs ~ la densitZ de liaisons hydrogene-{gdactomannanes) fournie
par les groupements de galactoses latZrad@]. [Les rZsidus galactopyranoses
reprZsentent les parties hydrophiles du galactomannane. Plus le degrZ de substitution
en galactose est ZlevZ, plus la solubilitZ dans IQeau des galactomannanes est
importante §; 33]. Les galactomannanes de RSaibles "~ intermZdiaires (< 0,4)
sont constituZs de chaines qui affichent une solubilitZ partielle qui dZpend de la
valeur exacte de D% [30]. Les galactomannanes de caroube font partie de cette
catZgorie et sont gZnZralemeansidZrZs comme partiellement soluble, [voire
faiblement ~ basse tempZratu§], Les zones non substituZes en galactose sont le
sisge dOinteractions intrat intekmolZculaires gZnZrZes par la prZsence de ponts
hydrogenes entre ces zones condunis dans les cas extrsmes " |OagrZgation et " la
prZcipitation 26 ; 80]. La prZsence de groupements galactosyls ne jouerait donc pas
uniquement le r™le dep&tie hydrophileE, elle pourrait simplement favoriser la
solubilisation en empechant la formai de liaisons coopZratives entre les segments
de mannose. Certains constituants dOune gomme de caroube vont donc se dissoudre
directement dans de I0eau froide, mais une dissolution totale accompagnZe dOune
viscositZ importante nZcessite un long trempabatte tempZraturé(Q] ou une
forte agitation ~ haute tempZratus. |
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6.1.2.! L’impact de la température sur la solubilisation

La tempZrature de solubilisation va influencer Zgalement la structure et les
propriZtZs de la gomme. Ainsi, approximativemenmiaitiZz dOune gomme de
caroube brute est soluble apres 2 heures dOagitation "32]CLe rendement
dOextraction augmentera ensuite de fason linZaire avec la tempZrature pour atteindre
85% - 90% "~ 85{C (figure 7). Toutefois, la gomme de caroube purifiZeles
soluble que la gomme bruf@]. En effet, la purification permet IOZlimination des
composZs insolubles et la gomme purifiZe devient totalement soluble avec la
tempZrature (98% contre 89% pour la gomme non clarifiZe).

Plusieurs Ztudes montrent geeDSsa est inversement liZ aux tempZratures de
solubilisation(figure 8) : les Zchantillons solubilisZs ~ des tempZratures de plus en
plus hautes contiennent de moins en moins de gala@@se28; 34-36; 71]. A
IQinverse, ceux dissous " froid contient le plus de galactosgZ]. Un Zchantillon
soluble ~ haute tempZrature possede Zgalement un nombre plus important de
rZgions norsubstituZes que la gomme brute dont il est issu [81].

Il existe Zgalement une tendance "~ obtenir de plus hautes nmaské&sulaires
(My) par chromatographie dOexclusion stZrique couplZe " une triple dZtection,
lorsque la tempZrature de dissolution augmente (figur&3®) [[es composants
polysaccharidiques qui se dissolvent avec une augmentation progressive de la
tempZratre possedent des cha’nes de plus en plus longues, de IOordre de 1 000 000
Daltons, qui contiennent Zgalement moins de galag8idells fournissent donc
une contribution positive " la masse molZculaire globale. Par consZquent, une
gamme assez large delewrs peut stre observZe, dans le meme matZriel, selon la
tempZrature de dissoluti§d2]. De meme, par mZthode chimique, certains auteurs
ont estimZ, dans les memeonditions, la masse molZculaire dOune gomme de
caroube solubilisZe ~ froid ~ 150 000 Deatis et celle solubilisZe ~ chaud ~ 650 000
Daltons B2].
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Figure 7. Influence de la tempZrature sur la solubilitZ, aprss 2 heures de mise en solution,
pour de la gomme brute et des particules de tailles diffZrente\j@2] |Oautorisation
dOElsevieFigure 7 Influenceof temperature osolubility, after 2 hoursof solubilization,
on crude gumand particles oflifferent sizes [32]. With the permission of Elsevier.
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Figure 9. Poids molZculaire (dZterminZ par SEC) de fractions de gomme de caroube
commerciale, solubilisZe entre 5 jC et 65 jC [3Mec |Qautorisation dOEIseviégure 9
Molecularweight(determined bYSEQ of commercialcarobgum fractionssolubilized
betweerb j C and 65 C [31]. With permission of Elsevier.

6.1.3.! Le fractionnement de la gomme de caroube

Les propriZtZs de solubilitZ de la gomme de caroube peuvent donc tre utilisZes
pour la sZparer en fractiods structure fine diffZrentes. Plusieurs auteurs proposent
de fractionner la gomme de caroube en jouant sur la tempZrature de solubilisation en
milieu aqueux, sans longue prZparation des Zchantiqidst[ 37; 43]. Le pouvoir
de solvatation de IOeaugaente avec la tempZrature, fournissant un moyen de
fractionner le polysaccharide original. Ainsi, comme dans les solutions de
polymeres  synthZtiques, IOextraction isotherme gZnere une fraction
polysaccharidique avec des distributions Ztroites de masskulaires et de
composition chimique[31]. Les fractions de gomme de caroube gZnZrZes
prZsenteront, selon la tempZrature de travail, une gamme de rapports M/G assez
large (2,5 " 5) autour du rapport moyen de la gomme de caroube brusd](4) ¢n
va waisemblablement de meme pour la masse molZculaire et la distribution des
substituants. En rZalitZ, la tendance sera la meme gue celle observZe lors de la
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variation de la tempZrature de dissolution, mais avec un caractere plus marquZ. Les
portions issues@un fractionnement possedent une distribution en galactomannanes
plus Ztroite que celle de la gomme brute. Deux techniques de fractionnement sont
principalement recensZes dans la littZrature. (A) La premiere (intZgrale) se rZalise de
la meme maniere que Kbape de clarification dOun procZdZ industriel de purification

de la gomme de caroube. La farine brute dOendosperme de caroube est dissoute ~ des
tempZratures donnZes et rigoureusement contr™|Zes puis les fractions solubles et
insolubles " ces tempZraturssnt sZparZes par centrifugation. Enfin, le surnageant
soluble sera ensuite prZcipitZ par un volume dOZthanol afin de rZcupZrer la fraction
spZcifique 9 ; 34; 37]. Une Ztude met toutefois en Zvidence le fait que le volume
dOZthanol utilisZ influencee domposition de la fraction rZcoltZS][ En effet,

pour une tempZrature de solubilisation donnZe, un surnageant dOapres centrifugation
donnera une gomme contenant une proportion croissante de galactose au fur et ~
mesure que la quantitZ dOZthanol Zélidors de la prZcipitation augmente.
LOadjonction de grands volumes dOZthanol permet donc de prZcipiter une fraction
plus soluble de la gomme (car plus riche en galactoses latZraux). (B) La seconde,
une technique par Zpuisement (soustractive), consigexfraire successivement le

meme Zchantillon dans des volumes dOeau de tempZratures croissantes, pour gZnZrer
les fractions suivantes, jusquO” ce que plus aucune matiere suppIZmentalre ne puisse
*tre extraite[9 ; 30; 36; 83]. Elle donne Zgalement desdtions de caractZristiques

plus marquZes que dans le premier cas de fractionnement, car la matiere rZcupZrZe
correspond " celle possZdant les caractZristiques structurales la rendant soluble dans
une gamme Ztroite de tempZrature. En utilisant la preniechnique de
fractionnement, de grandes quantitZs de galactomannanes solubles ~ de plus basses
tempZratures viennent enrichir la fraction concernZe. Une autre technique de
fractionnement consiste en une solubilisation de la gomme de caroube ~ une
tempZraire de 95;C suivie dOune prZcipitation par ajout dOun gradient de sulfate
dOammonium de 20, 30, 45, 80 et 100% de saturé8pr.gs polymeres contenant

de hautes masses molZculaires, un faible degrZ de substitution et une rZpartition de
type blocs prZpitent ~ de faibles degrZs de saturation. Cette fraction gZnerera les
solutions les plus visqueuses. La structure fine et la viscositZ semblent donc
Ztroitement liZes.
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6.2. Les propriétés visqueuses, viscoélastiques et
lautoassociation des galactomannanes de caroube

6.2.1.! La viscosité intrinséque

En solution diluZe, la viscositZ spZcifiquedOune solutlon de polymere est une

grandeur sans dimension dZfinie de la manisre sumante 10" /s,

/
©s

ns est la viscositZ du solvant en I'absence de polymere dissouaetiscositZ de
la solution contenant une concentration C de polymere dissous. De la viscositZ
spZcifique, il est possible de dZterminer la viscositZ intrinsegye |
. s th QUi possede la dimension de IGinverse dOune concentration.
[(] |Im$!'

ExpZrimentalement, la viscositZ intrinsequg fpeut stre estimZe en rZalisant des
mesures de viscositZ ~ basses concentrations en polymeres. Ensuite, une
extrapolation est rZalisZen daisant tendre C vers 0, ~ |Qaide des Zquations
deHuggins: / Sp/(;:[/]+|<'[/]2c et Kraemer. (In/ )/C=[/]+k"[/]*C, 0* 0 est la

viscositZ relativen = no ns) et kO et kOO, des constafies [

Dans des conditions de rZgimalil@ZE (figure 10a), la viscositZ intrinseque
[n] va stre influencZe par la masse molZculaire, le.28 le motif de distribution
des galactoses. La relation de M#atguwink exprime ainsi une relation de
proportionnalitZentre viscositZ intrinseque n] et masse molairemoyenne
viscosimZtriquefn] = KMy*. K (cnP.mol%g*? est une mesure de la rigiditZ dOune
cha’ne de polymere3p] et a, IOexposant de MaHouvink, est Zgal ~ 0,8 dans le cas
de la gomme de caroub&4]. Un accroissement de masse molZculaire gZnZrera
donc une viscositZ intrinseque plus importante. Ce modele un peu simpliste a ZtZ
revu par certains auteurs pour tenir compte dg.DBlus ce dernier sera important
et plus la viscositZ intrinsequey][sera faible T; 1; 27; 28]. Il a Zgalement ZtZ
adatZ pour intZgrer le volume hydrodynamique occupZ par unitZ de masse. Dans ce
modele, la viscositZ intrinsequey] est proportionnelle au cube du rayon de giration
[25], lui-meme liZ " la distribution des galactoses latZraux.
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Lorsque la concentration dmilieu augmente, la concentration critique C*
(occupation totale du volume par les macromolZcules, figure 10b) est franchie et le
rZgime est dit CsemidiluZE (figure 10c). Dans une telle situation, un nouveau
phZnomene susceptible dOinfluencer la eis€o intrinssque 1] apparait
|QinterpZnZtration des cha’nes macromolZculaires. Il conduit ~ la crZation de
recouvrements ghysiquesE plus ou moins densegd. Le dZveloppement des
enchevestrements ne peut toutefois se faire qu€laiconcentration & suffisante
pour obliger les pelotes individuelles ~ sOinterpZnZtf86 ; 86]. Dans de telles
conditions, certains autes indiquent que la viscositZ spZcifigogiale thZorique
dOune solution de polymere ne dZpend que de la concentration et diedabe
masse molZculaire87]. Pourtant, les galactomannanes de caroube prZsentent une
viscositZ spZcifique supZrieure " celles des prZdictions thZoriques, des autres
polymeres et meme des autres polysaccharides de conformation pelote alZatoire.

Ce phZnmene sOexplique par la prZsence dOinteractions plus spZcifiques entre les
macromolZcules, en plus des recouvrements physiquesspdeifiques. Ces
interactions sont appelZes hygechevstrements7f]. Ces phZnomenes contribuent
fortement au dZveloppemente la viscositZ des galactomannanes et expliquent, par
rapport ~ dOautres polymeres, la plus forte dZpendance de la viscositZ ~ la
concentration.

Figure 10. lllustration de diffZrents rZgimes de concentratidnsolution diluZe avec ¢ < c*
(molZcules individuelles)B, molZcules montrant un dZbut de recouvrement*c, C,
molZcules enchevetrZes ¢ > c* [8Alec |Oautorisation dOElseviégure 10: lllu stration of
different concentration regimeg\, dilute solution with ¢ < c¢* (individual molecules) ; B,
molecules showing incipient overlap witk ¢* ; C, entangled molecules with ¢ > c* [84].
With permission of Elsevier.
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Les hyperenchevstrements obksvZs rZsultent de phZnomenes dOagrZgation
intermolZculaire entre les cha’nes de galactomannanes. En effet, une baisse
rZversible de la viscosigpZcifiquede la gomme de caroube est observZe lorsque le
caractere alcalin du milieu augmentgles hydroxyés des polysaccharides neutres
sont ionisZs ~ un pH ZlevZ. Cela gZnere |Qapparition de rZpulsions Zlectrostatiques
entre les constituants des cha’Bg89). LOagrZgation molZculaire est Zgalement
influencZe par les caractZigstes structurales de la gorafb0]. Une Ztude a ainsi
montrZ quOen augmentant le rapport M/G, par sZlection de variZtZs de caroubiers
diffZrents, la viscositihtrinseque augmentait Zgalement progressivement [24]. Des
fractions pauvres en galactose gZnZreront donc une viscositZ-dute ZlevZe.

Cette constatation a Zgalement pu stre Ztablie sur des galactomannanes dOorigines
botaniques diffZrentes. En rZalitZ, cette analyse est un peu incomplste car il est
fortement probable que la quantitZ de rZgioliss€sE ait plus dOimparice dans la
viscositZ en solutions semiluZes que le simple rapport M/@. [DOautres auteurs
ont ainsi dZterminZ en rZgime sefiiZ la viscositZ spZcifique dOZchantillons de
caroube fractionnZes " haute et basse tempZra8#les & fraction extrai ~ chaud
prZsente une viscositZ spZcifique plus importante que celle extraite " froid car elle
possede une quantitZ de zoneis§esE plus importantes. DOautres Ztudes mettent
Zgalement en Zvidence un accroissement de la viscositZ intrinssque desaletio
gomme de caroube lorsque le contenu en zones lisses aug®@nt80 Le
phZnomene dOagrZgation molZculaire est ainsi dOautant plus marquZ que le
polysaccharide possede des sZquencessnbatituZes (lisses) capables dOintervenir
dans des associatis intermolZculaires (figure 181].

Ces zones, faiblement substituZes en galactose, deviennent Zvidement de plus en
plus abondantes au fur et ©~ mesure que le rapport M/G augmente8¥B5Les
phZnomenes dOagrZgation et |Ohymehevetrement qui emZsulte seraient, par
consZquent, dus " des interactions chah@ne subvenant entre les segments de
mannanes nesubstituZs en galactof5]. Les zones nosubstituZes des cha’nes
de galactomannanes seraient donc " la base des interactionsatifi@laires (la
molZcule se replie alors sur efteme) et des associations intermolZculaires (la
molZcule sOassocie "~ une autre molZcule). Le phZnomene qui contr™Ie |OagrZgation
de ces polymeres neutres hydrosolubles trouverait son origine dans I0Ztatissemen
de ponts hydrogene coopZratifs entre les zones des cha’nes dZpourvues de rZsidus
galactoseZ6|.
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Aggregated 'smooth’
regions

Slovated 'hairy'
/regions

Figure 11. Structure proposZe pour les gels de galactomannanes. Les rZgions non
substituZes de la cha’ne de mannane sont associZes, comme dans un Ztat solide, pour former
des jonctions intercha’nes, tandis que les rZgions substituZes sont fortement hydratZes,
commeen solution, et empschent la prZcipitation complédaptZ dOapres [8Higure 11:
Proposedyalactomannamelsstructure.Non-substituted region of mannahainare
associategdas ina solid statd¢o forminterchainjunctions while the substitutedegions are
highly hydratedasin solution and inhibit thecomplete precipitatiorAccording to] 89].

6.2.2.! La viscosité dynamique

Pour caractZriser le comportement visqueux de polysaccharides, la viscositZ
dynamguen (Pa.s) des solutions sediluZes est Zgalement ZtudiZe. Ces mesures
se rZalisent au rhZomstre. Les galactomannanes en solution prZsentent un
comportement d€liquides rhZofluidifiants, c'estdire que la viscositZ apparente
(Pa.s) diminue lorsque la vitesse de cisaillemet gsigmente. En effet, sous la
contrainte de cisaillement imposZe, les macromolZcules de galactomannanes se
dZchevstrent plus ou moins rapidement suivant la densitZ des enchevstrements et la
force des interactions pour sOorienter dans la direction diCé#tte. rZorganisation
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des macromolZcules se traduit par une baisse de la vige¢s8zZ 80]. LOeffet
rhZofluidifiant est rZversible [59].

Certains auteurs nOobservent toutefois pas de diminution franche de la viscositZ
apparente dans la rZgion thibles vitesses de cisaillement. Ce pallier est suivi
dOune chute rapide de viscositZ apparente dans les rZgions de plus hautes vitesses de
cisaillement (figure 12 A). lls en concluent donc que les galactomannanes de
caroube possedent un comportement dyement pseudoplastique [3775].

Plusieurs paramstres influencent la viscositZ dynamige solutions sendiluZes.
LOaugmentation de la concentration en galactomannanes de caroube dOune solution
augmentera la viscositZ initiale du liquide. Elle aaserst Zgalement le caractere
rhZofluidifiant de la solution [76]. Outre 10effet de la concentration, la vicosit
apparente dOune solution seihiZe reste liZe " la structure molZculaire, qui
influence les possibilitZs dOinteractions;[26; 86]. La pZsence de zones lisses
influence donc le comportement visqueux. Plus cellesont prZsentes, plus la
viscositZ apparente initiale de la solution sera importante et plus le caractere
rhZofluidifiant sera marquZ [68]. Cela dZmontre une fois de plus lerut#e jouZ

par les zones peu substituZes dans les interactions molZculaires.
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Figure 12. A) courbe dOZcoulement de concentrations croissantes en galactomannanes et B)
spectre mZcanique de solutions de galactomannanes de caroube, pris ~ 25ACef¥5].
|Qautorisation dOElsevkigure 12: steady shear viscosity profilesintreasing
galactomannans concentrations a@Bpimechanicakpectrunof carobgalactomannans
solutions measuredt 25 jC [75]. With permission of Elsevier.
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Les solutionsrisqueuses de galactomannanes ne sont affectZes que IZgerement par
le pH, les sels et les variations thermiques $8]. La viscositZ apparente dOune
solution reste donc relativement constante sur une gamme de pH de 1 1]10,5 [
NZanmoins, un maximum déscositZ est observZ ~ pH 24. Toutefois, une
dZgradation des polymeres peut appara’tre dans conditions hautement acides ou
alcalines, surtout si elles sont chauffZ8s lLa viscositZ apparente Zvolue tout de
meme sur une large gamme de tempZratulle. st gouvernZe, lors dOune montZe
progressive de la tempZrature, par trois facte{f} une diminution rZversible de la
viscositZ apparente de la gomme de caroube avec IOaugmentation de la tempZrature,
due " une augmentation des mouvements macromalisi (2040 {C); (B) une
augmentation de la viscositZ apparente due " une augmentation de la solubilisation
(40-70 iC); (C) Une perte de viscositZ apparente due " la diminution de masse
molZculaire, rZsultant dOune dZgradation thermiquel2(70iC). Las du
refroidissement, la gomme de caroube retrouve une viscositZ apparente plus ZlevZe
gue sa viscositZ initial@]} La tempZrature de prZparation de la solution revet donc
une importance capitale lors des mesures de viscositZ dynamique. Certains auteurs
montrent ainsi que la viscositZ apparente dOune meme gomme peut passer, dans
certains cas, du simple au double, selon quQelle est solubilisZe ~ 25 ow8D iC [
Ces donnZes soAvidemment interprZter sous IOangle des propriZtZs de solubilitZ.
Une augrentation de la tempZrature permet de solubitiseantagede polymeres
riches en Qones lisseg, qui peuvent sOagrZger et sOenchevstrer, formant ainsi un
rZseau plsidense et donc plus visqueux.

6.2.3.! Les propriétés viscoélastiques

Les solutions marcomoldlaires semdiluZes peuvent Zgalement stre analysZes
au rhZometre sur base de leurs propriZtZs viscoZlastiques. Ces dernieres sont plus ou
moins marquZes du fait des interactions se produisant entre cha’nes. COest une des
voies principales utilisZes ponrettre en Zvidence les enchevstrements. Le spectre
mZcanique dOune solution de gomme de caroube est prZsentZ " la figure 12B. On
peut y observer que la gomme de caroube en solutiondieidie est un fluide
typiquement V|scoZIast|que Le module wsqueu@ (G?@) est plus important que le
module Zlasthue GO (Pa) ~ de basses frZquences dOoscillations, tandis que 10inverse
est observZ ~ de plus hautes frZquences (figure 12 A). Le comportement visco
Zlastiqgue dOune solution est Zgalement influencZ par tarstues polymeres. A
concentration Zgale, un dZplacement du point dOintersection vers les plus basses
frZquences est observZ lorsque la masse molZculaire moyenne augmente. Cela
signifie que les chaines plus longues ont tendance ~ gZnZrer plus vite un
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comprtement Zlastique, car les enchevetrements se dissocient moins facilement
[75). DOautre part, une Ztude rZalisZe sur des gommes de caroupesfides,

indique que le module Zlastique semble «tre dOautant plus important que le rapport
M/G de la gomme @l caroube |Oest Zgalem@®d.[La tendance est la meme pour

une gomme fractionnZe diffZrentes tempZraturesdes tempZratures ZlevZs de
solubilisation gZnereront des rapports M/G plus importants et un module Zlastique
GO accr2f). Par ailleurs, une dtle montre quOune fraction de gomme de caroube
contenant peu de galactose et beaucoup zHen€s lisse& an-re un spectre
mZcanique au caractere Zlasthue bien plus marquZ, meme "~ de basses frZquences
[68]. Ce comportement serait Zgalement dZ aux irtiers intermolZculaires entre

les rZgions non substituZes de la cha’ne de mannane qui gZnerent la formation dOun
rZseau plus dense. La concentration influence toutefois fortement les propriZtZs
viscoZlastiques dOune solution de galactomannanes. Il estaithptOen tenir
compte lors de la comparaison de rZsultats. Ainsi, |Qaugmentation de la
concentration en gomme de la solution va gZnZrer la transition dOun comportement
plus visqueux vers un comportement plus Zlastigee; [85] et donc, un
dZplacement dupoint dOintersection vers des frZquences plus basses. Cette
observation est logique car IOaugmentation de la concentration favorise IQapparition
dOun rZseau interpZnZtrZ et enchevstrZ, difficile ~ dissocier, et donc au
comportement Zlastique.

6.2.4.! La formation d’hydrogels

LOautassociation des galactomannanes peut Zgalement stre ZtudiZedzayaiel
En effet, une solution visqueuse de gomme de caroube peut former un hydrogel
contractZ lorsquQelle est soumise " plusieurs cycles de congdZattmmyZlation
[69; 89; 91]. LOanalyse calorifiqgue diffZrentielle (DSC) et IOanalyse
thermomZcanique (TMA) indiquent que les hydrogels de caroube sont
thermiquement irrZversibles et aucune transitiorsgehOest observZe [92]. Il est
supposZ que la formation des hygtls rZsulte dOune agrZgation des cha’nes, entre
les nglons de mannoses linZaires-swipstituZs. Il semble, en effet, y avoir une
bonne corrZlation entre la longueur moyenne des zonesubstituZes (estimZes
par simulation informatique) et le pourcageé de prZcipitation sous forme
dOhydrogel, obtenu par un traitementdgajel 3 ; 81]. Ces rZsultats sont toutefois
"~ prendre avec prudence car la dZtermination du prZcipitZ repose sur une
centrifugation ~ tempZrature ambiante. Elle nOest donc pasl léaisede |Oauto
association mais aussi celui des propriZtZs de solubilitZ. Ces rZsultats sont cependant
corroborZs par une Ztude de RMN en phase solide qui dZmontre, dans de tels gels, la
plus grande mobilitZ des segments composZs de galactose et deenzanrapport
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" ceux contenant du mannose sed][ Ces derniers seraient donc impliquZs dans
les jonctions.

Ainsi, les rZsultats caractZrisant le comportement de la gomme de caroube en
solutions diluZes et serdiluZes, indiquent clairement que la taille des molZcules et
le degrZ de substitution ne sont pas les seuls parametres influeneant la viscositZ, la
distribution des rZsidus-galactosyl sur la cha’ne principale y joue Zgalement un
r™le prZpondZrant.

6.3. Formation de gels par association a d’autres
polyholosides

LOassociation de galactomannanes avec dOautres molZcules est utilisZe depuis
longtemps en induse. Majoritairement, il sOagit dOautres polysaccharides tels que
IGamidon [2 17], IOagar, les carraghZnanes ou le xantlinkep protZines sont
toutefois occasionnellement utilisZes [93]. LOintZret de cette association est liZ au
fait que la gomme dearoube est moins coZteuse dee autres saccharides avec
lesquels elle interagit ~ des degrZs divers. Par cette technique, il est possible de
former des gels de force spZcifigue pouvant Zgalement avoir des propriZtZs
originales pour certaines applicat® LOZtude de la formation de ces gels apporte de
prZcieuses informations sur la relation structure molZcuafanctionnalitZ des
galactomannanes et consiste par consZquent en un moyen de dZtermination de la
structure Gine E de la gomme de carouba &alitZ, ici aussi, la concentration et la
rZpartition statistique des groupements galactose latZraux vont contr™ler le
comportement de solubilitZ et les propriZtZs dQinteractions avec les autres
saccharides].

Le modele le plus ZtudiZ dOinteractientre galactomannanes et un autre
polysaccharide est le gel qulil forme avec le xanthane. Le comportement
rhZologique dOune solution de xanthane a ZtZ attribuZ ~ la structure molZculaire
ordonnZe adoptZe sous la majoritZ des conditions environnementahesiteA
tempZrature et faible force ionique, les molZcules de xanthane sont
vraisemblablement prZsentes dans une conformation dZsordonnZe, mais en
refroidissant, une transition dZsordrelre prend place et une conformation
hZlico-dale rigide est adoptZeg(ire 13). Dans de I0eau distillZe, cette tempZrature
de transition conformationnelle §TiC) a ZtZ dZterminZe ~ 50 jC, mais peut varier
avec la force ionique du miliel§]. Le xanthane seul est incapable de former un
gel. Par contre, les xanthanes es$ Igalactomannanes de caroube sont capable
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dOinteragir en solution pour donner une augmentation synergZtique significative de
la viscositZ ou de la force dOun §6].[Dans une telle structure, la microscopie de
polarisation semble indiquer que les molgsude xanthanes ne sont concentrZes
dans des zones spZcifiques, mais uniformZment distribuZes dans le milieu [94].
LOaccroissement du degrZ dOinteraction avec le xanthane Zvolue linZairement et de
fason inversement proportionnelle au contenu migalactos [26; 95], des
galactomannanes de caroube fortement substituZs se rZvZlant meme incapables
dOinteragir avec le xanthgf8]. De meme, une gomme de guar de rapport M/G 2:1

ne formera jamais de gel avec du xanthane, quelle que soit sa concentration [96].
Cela semble indiquer que les sites dOinteraction entre xanthane et galactomannanes
sont les ngions les moins substituZes. Partant de ce constat, de nombreux modsles
ont, des lors, ZtZ proposZs pour tenter dOexpliquer les mZcanismes dQinteraction.

cool /WM galactomannan //\NVV

heat
Solution order Mixed gel

Random coil
[Xanthan)

Figure 13. origine molZculaire des interactions du xanthane avec les galactomannanes. Les
zones de jonctions pourraient stre formZes par des associations cooeratwes entre des
nglons de la cha’ne de mannane et la structure native du xanthaAed84autorisation
dOElsevieFigure 13: molecularorigin of xanthaninteractionswith galactomannansrlhe
junction zonesould be formedby cooperativeassociationdetweerparts of themannan
chainandxanthannative structurdg84]. With permission dElsevier.

Un modele de base propose une association entre la cha’ne principale de IOhZlice
de xanthane et les rZgions rerbstituZes du galactomannane (figures 13 et 14)
[89; 95]. Ce modsle dZcoule de IOobservation expZrimentale dOune diminution de
|Gamleur de IQinteraction avec une augmentation de la substitution en galactose et
par IOapparente capacitZ des galactomanannes " stabiliser les hZlices de xanthane. Ce
modele a ZtZ adaptZ pour tenir compte des interactions constatZes entre xanthane et
certans galactomannanes hautement substituZs en gala28as@7]. Il a donc ZtZ
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suggZrZ que les rZgions os plusieurs substituants sont situZs du meme cotZ de la
cha’ne de mannose sont Zgalement capables dOintervenir dans les interactions avec
les xanthanesf]. Les interactions ne nZcessitent donc plus uniquement de longues
sections de rZsidus mannoses -sobstituZs continus. Lesz@nes de JonctloE

peuvent Zgalement se situer sur des sections plus caurttsus les rZsidus
galactosys sont situZs du mrec™tde la cha’ne principale (figure 14). LOexistence

de Czones de jonctiok a pu etre Ztablie dans des gels refroidis apres chauffage,

lors dOZtudes de diffraction aux rayon®8]. [Les jonctions ne peuvent toutefois
sOZtablir que si le xanthane esins une conformation dZsordonnZe {non
hZlicoedale). Cependant, lors de |0Ztude de mZlanges entre du xanthane et des
galactomanannes de haut rapports M/G (5), une association des polysaccharides ~
des tempZratures sous, & ZtZ observZe, c'éstlire lorgue le xanthane est en
conformation ordonnZe99]. Les auteurs suggerent que les interactions ont lieu
entre la cha’ne de mannane de la gomme de caroube et certaines sections
dZsordonnZes du xanthane hZlicoedal ordonnZ. Une autre Ztude HésH#isation

de galactomannanes hautement substituZs en galactose a montrZ quOils pouvaient
Zgalement interagir avec du xanthane " des tempZratures de gZlification pourtant
infZrieures ~ T [29].

(b)

Figure 14. Mod-le proposZ pour IOassociation de xaetiear) de gomme de caroupB)
de galactomannane tleucaena leucocephaj@7]. Avec IQautorisatiatOElsevieFEigure
14: Proposed model fahe combination atanthanandA) locust bean gurB)

galactomannamf Leucaendeucocephald97]. With permission of Elsevier.
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En rZalitZ, les interactions entre xanthanes et galactomananes pourraient «tre dues
" deux mZcanismes distincts. Le premier, prenant part = tempZrature ambiante,
donne des gels faibles et cassants, et est relativement indZpemdamtehu en
galactose du galactomannane. Le second requiert des tempZratures ZlevZes pour
former des gels forts et hautement dZpendants de la composition en galactose du
galactomannand36]. Dans le cas du premier mZcanisme, le mZlange " froid des
solutions de polysaccharides ne libZrerait pas suffisamment de sites de liaisons sur
les cha’nes de xanthane, de sorte que tous les galactomabrfaitdement ou
fortement substituZ® possedent suffisamment de rZgionsis§esE pour occuper
tous les sites diaisons du xanthane. Selon dOautres auteurs, les deux mZcanismes
sont capables de coexister, du moins pour des galactomannanes de rapport M/G = 3
et 3,5, tout en Ztant influencZs par la concentration saline du milieu [100]. La
formation de gels " plus lie tempZrature quenTest donc directement reliZe au
rapport M/G et " la distribution des galactoses sur les cha’nes de mannose. Des
travaux plus rZcents dZmontrent ainsi quOil existe une corrZlation entre le module
visqueux GO (dZterminZ au rhZomstrapdf@l mixte gomme de caroube/xanthane
et le nombre de rZsidus mannose successivemergubstituZs [101]. La meme
Ztude indique Zgalement une augmentation du module visqueux GO avec
|Oaccroissement de la masse molZculaire. Le comportement dOassaciation a
xanthane est donc fortement liZ ~ la structure fine du galactomannane. La prZsence
de zone (ssesE apparait toutefois comme le critere prZpondZrant qui favorise
|Oapparition de gelsf@tsE entre xanthane et galactomannanes. Les propriZtZs
rhZologiaqies du gel sont Zgalement influencZes par la composition du xanthane en
acZtates et en pyruvates [102].

Les galactomannanes sont Zgalement susceptibles de former des gels avec les
carraghZnanes, dOautant plus que le rapport M/G est impoetaitudes enZes
sur le sujet sOaccordent Zgalement sur le fait que les zones " faible contenu en
galactose ou [BsesE sont impliquZes dans la jonction atgarraghZnanes. Les
galactomannanes qui en sont pourvus sont donc plus fortement conneckZs aux
carrathnaaes et forment des gels plus forts P8; 83;103; 104; 105; 10§ Les
memes constatations dZcoulent aussi de I0Ztude des gels galactomannanes/agarose
[1]. Enfin, il est " signaler que le degrZ dQinteraction aux protZines est Zgalement
inversement pportionnel au D&, [102].
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7.1 Conclusions

Le procZdZ dOextraction et de purification utilisZ lors de la fabrication de la
gomme de caroube (ou son fractionnement ultZrieur) va conditionner les
caractZristiques de cele et, par consZquent, ses poi@itZs dOapplications. Lors
dOun tel procZdZ, la tempZrature de solubilisation des polysaccharides est le
parametre critique ~ contr™ler (tableau 1).

Une tempZrature relativement basse sZlectionnera des galactomannanes de faibles
masses molZculairest de contenu en galactose important. Ces fibres ont un
caractere hydrophile plus marquZ. A contrario, une tempZrature de travail plus
importante permettra de solubiliser des galactomannanes plus longs et tres pauvres
en galactose, qui apporteront leursittibutions aux caractZristiques globales de la
gomme obtenue. Celed possZdera une masse molZculaire moyenne plus
importante, un degrZ de substitution en galactose plus faible, ainsi quOun motif de
distribution du galactose prZsentant plus de zonessli€es deux types de gomme
prZsenteront des propriZtZs physiqudZmifites en solutions aqueuses.

Les gommes CchaudE nZcessitent une montZe en tempZrature pour atteindre la
solubilisation. Elles prZsenteront une conformation en solutions aqueusgsed
pelote, plut™t Ztendue, induite par la prZsence de nombreuses zones lisses. Leurs
volumes hydrodynamiques sont donc plus importants, ce qui gZnere une viscositZ
intrinseque plus importante. Leurs structures favorisent Zgalement, en rZgime semi
diluZ les phZnomenes dOagrZgations molZculaires et lesefgherstrements qui
en rZsultent. Apres le chauffage nZcessaire ~ la mise en solution, la viscositZ initiale
de telles solutions sera donc plus importante et les caracteres rhZofluidifiants et
Zlastues plus marquZs que ceux de solutions de gomrfrei€ E. La prZsence de
zones lisses accitoles possibilitZs de formation de gels par association ~ dOautres
saccharides, " travers de nombreuses zones de jonction. Apres une phase de montZe
en tempZraire, les gels obtenus seront relativement forts et solides.

Les gommes Cfroid E prZsentent IOavantage dOetre solubles en solution aqueuses,
meme " de faibles tempZratures. Bien que leurs caractZristiques structurales leur
conferent une conformation plus enroulZe et ~ fortiori une viscositZ intrinseque plus
faible, elles gZnerent toutefois des solutions directement visqueuses, sans Ztapes de
chauffage prZalables. Leurs structures plus faiblement pourvues en zones lisses
limitent les possibilitZs dOagrZgation. Les solutions prZparZes avec de telles gommes
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prZsentehdonc meme apres chauffage, des viscositZs plus faibles, un caractere
rhZofluidifiants moins marquZ et un comportement plus visqueux qudZlastique.
Leurs structures globalement pluZissZek limitent, mais sans les exclure, les
possibilitZs de formatn de gels mixtes.

Tableau 1. Impact de la tempZrature de purification/fractionnement sur la relation structure
fonction des galactomannanes de caroube (mZthode sousttactive)

Type de gomme

Brute Basse température Haute température. Auteurs
(!25°C) (180 °C)
Rapport M/G 4,17 Rapport M/G 22,8 Rapport M/G= 4-5 [93'2]4’
© Mn (mZthode Mn (mZthode Mn (mZthode
5 chimique) =300 000  chimique) =150 000  chimique) =650 000 [1]
g Da Da Da
£ Nombre de rZsidus Nombre de rZsidus
Mar_moses / Mar_moses 181]
successivement nen successivement nen
substituZs 6,4 substituZs 9,4
ViscositZ intrinseque  ViscositZ intrinseque  ViscostZ intrinseque  [84]
[n] de solutions [n] de solution diluZs [n] de solutions
diuZes = 15,3 =124 diluZes = 16,0
nspdOune solution  nspdOune solution
/ concentrZe de concentrZe de [54]
galactomannane 8 galactomannare 31
&4 Module Zlastique Module Zlastique Module Zlastique
2 (GO) dOun gel mixte (GO) dOun gel mixte (GO) dOun gel mixte
s galactomannane galactomannane galactomannane [27:
& xanthane 505 Paet xanthane 99 Paet xanthane 710 Pa et 8- 8'4]]
galactomannane galactomannane galactomannane
carraghZnanes 6  carraghZnanes455  carragiZnanes 827
Pa Pa Pa
PrZcipitation (%) PrZcipitation (%)
apres un cycle gel / apres un cycle gel [81
dZgel 37 % dZgel =88 %

aDes rZsultats similaires sont obtenus par la mZthode intZgrale, mais sont moins contrastZs.

Dans le cas degalactomannanes de caroube, structure chimique et propriZtZs
physiques sont donc ZtroitemenediZSi le degrZ de substitution en galactose et la
masse molZculaire ont un impact indZniable sur les propriZtZs de la gomme, le motif
de distribution des sulistants galactosyles semble cependant «tre le paramstre qui
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conditionnera le plus le comportement du polymere en solution aqueuse. LOimpact
des zones nesubstituZes sur la solubilisation nOa pas ZtZ abondamment ZtudiZ. I
est toutefois admis que la prZserde galactose limite I0agrZgation -reefintra
molZculaire ainsi que la prZcipitation. Les fractions riches en zones lisses seront
donc mises en solution avec plus de difficultZ et nZcessiteront probablement une
montZe en temerature pour atteindre golubilisation complete. La mise en
solution est une Ztape primordiale au dZveloppement des proantZs physiques. Une
fois cet Ztat atteint, les galactomannes de structure en blocs prZsenteront cependant
des capacitZs dOagrZgations molZculaires beaplesugmportantes, mettant en
exergue la responsabilitZ des zones lisses dans les interactions cha’nes/cha’nes. lls
dZvelopperont donc des viscositZs (et viscoZlasticitZs) nettement plus marquZes. Le
motif de distribution des rZsidus galactosyls conditiaAgalement |Oaptitude " la
co-gZlZfication, les zones lisses Ztant clairement impliquZes Zgalement dans les
zones de jonctions avec les autres polysaccharides. Sa connaissance prZcise
permettra donc de prZdire les propriZtZs de la gomme (ou dOune aktisas)fet

de lui cibler des applications spZcifiques. Il faudrait donc, ~ IQavenir, cibler
prZfZrentiellement IOZtude de ce paramstre, lors des Ztudes sur le comportement des
galactomannanes. Le degrZ de substitution en galactose, si souverd sitfhle

pas etre une caractZristique suffisante. COest une donnZe utile mais incomplste.
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Note introductive

Les chapitres prZcZdents concernaient la gomme cabmrb&ant que polymer®
et synthZtisaient les informations disponibles sur IQextraction, la purification et le
fractionnement de ces galactomannanes, ainsi que sur la relation entre la structure et
les propriZtZs rhZologiques que de tels polymsres dipeaiv en solution.

La partie expZrimentale portant Zgalement sur I'hydroprocessing, ce procZdZ
particulier et son impact potentiel sur les polysaccharides sont Zgaldﬁmtﬂ
dans cette partie bibliographiquea thZmatique de IOhydroprocessmg dppel ©
des notions qui sOZIO|gnent des chapitres prZcZdents. Elle nZcessite donc une
introduction supplZmentaioi est ~ mettre en relation avec le Chapitre 7
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1.!Introduction

LOeau ~ haute tempZrature (HTBMui peut stre dZfinie comme de I10eau liquide
au-dessus da00 jC Pet IOeau supercritique (T > 374 {C, P > 218 atm) sont de plus
en plus utilisZes comme milieu en chimie organique. Les rZactions en conditions
hydrothermals pourraient avoir contribuZ ~ 1Qorigine de IOapparition la vie. A
IOheure actuelle, la recherche explore les applications de IOHTW comme milieu
rZactionnel pour la synthese chimique, la synthese de matZriaux, la destruction des
dZchets, le recyclage delmgiiques, la liquZfaction du charbon, et le process de la
biomasse 1], bien que des dZfis techniques restent nombreux. Plus particulisrement
la recherche sur les conditions HTW est confrontZe " des voies de rZaction et des
cinZtiques inconnues ou non aectZrisZes, ~ des catalyseurs inadZquats qui ne
supportent pas ces conditions, ~ la prZcipitation de matieres inorganiques qui peut
conduire " I'encrassement et aux problemes de colmatage, ainsi quOau besoin en
matZriel spZcialisZ rZsistant aux hautes Zeatgres, aux hautes pressions, et
souvent aux environnements corros#p [

2.!Les propriétés physiques et chimiques de PHTW

Les propriZtZs de IOHTW varient avec la tempZrature et la pression (ou densitZ) sur
une large gamme de conditions proches dutpoitique et supercritiqued]

Dans IOHTWOeau perd sa coordination tZtraZdrique en raison de la diminution de
IOZtendue du rZseau de liaisons hydrofidelLa liaison H est la source de la
plupart des propriZtZs uniques de IOeau liquide. En lgZnfimsonH dans |Oeau
devient pludaible et moins persistante lorsque la tempZrature augmente et la densitZ
diminue. Contrairement au rZseau infini des liaisons hydrogene trouvZ dans I0eau
liquide ~ tempZrature ambiante, le rZseau de liaisons hywrogOexiste dans
IOHTW que sous forme de petits groupes de molZcules dOeau liZes pad, liaison
dont ladistribution de tailleest Zgalement inversement corrZidec |I0augmentation
de tempZrature et la diminution de densi{Z [
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Les changements déaisons hydrogenes sont Zgalement accompagnZs de
changement dans la constante diZlectrique statigue de IOeau. La constante
diZlectrique est un des paramstres importants impliquZ dans IQeffet de solvant de
IOeau dans les rZactions. Lors dOune rZactaingédzansition peut stre de polaritZ
supZrieure ou infZrieure ~ I0Ztat initial. Une constante diZlectrique relative ZlevZe
rZduit 10Znergie dOactivation dOune rZaction pour un Ztat de transition de plus haute
polaritZ que 10Ztat initial. Par consZquesaucoup de rZactions ont un volume
dOactivation ZlevZ. Il est donc possible de contr™ler les taux de rZaction en jouant sur
la constante diZlectrique relative, ~ IQaide de la tempZrature et de la pBksdian [
figure 1 indique que la constante diZiiggie passe de 80 ~ 25 jC "~ moins de 2 °
450 iC P]. Avec des constantes diZlectriques si faibles, IOHTW se comporte plus
comme un solvant organique polaire que comme de IQeau liquide "~ tempZrature
ambiante 1].

Les changements structuraux de IQeavepelZgalement affecter la dynamique
des molZcules dOeau. La diminution du rZdealiaisons hydrogene contribue
Zgalement ~ IQaugmentation de la diffusivitZ avec la tempZrajurAvpc un
changement de densitZ de 1 ~ 0,1 g/dadiffusivitZ augmentdOenviron un ordre
de grandeur.

La production dOions est une autre propriZtZ importante de IOeau qui a une
influence sur les rZactions et qui varie considZrablement avec des changements de
tempZrature et de densitZ. La production dOions (Kw) ou autapianade |Oeau est
dZfinie comme le produit des concentrations dOions acides et basiques de IOeau, Kw

[H30*][OH] (mol? kg?) [2] La production dOions augmente 1Zgerement avec la
temerature pour arriver ~ 10dans la gamme entre 200 et 300 AD-dessusde la
tempZrature critique, le Kw diminue drastiguement avec |Qaugmentation de
tempZrature (5 ordres de grandeur sel) fnais augmente avec la pression,
pouvant meme jouer le r™le dOun catalyseur acide ou basique dans de I0eau
supercritique " hautepression. LOeau "~ haute tempZrature augmente dans ces
conditions la concentration en iong Bt OH, gZnZrant un milieu idZal pour des
rZactions catalysZes par des acides ou des hasesys la temerature critique, les
taux de rZactions augmentent ddmabituellement avec la tempZrature jusquOau
point critique puis diminuent ou augmentent de maniere drastique, selon la chimie et
les propriZtZs du milie®]} Les mZcanismes ioniques semblent favorisZs lorsque le
Kw > 10", tandis que les mZcanismesicathires sont favorisZs lorsque lg K<
10 [4].
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Les changements de propriZtZs de IODHTW en font un milieu rZactionnel intZressant
en catalyse chimique. Selon les conditions IOHTW peut supporter des rZactions
ioniques polaires, non ioniques et saadicaux. Les taux relatifs de ces diffZrentes
classes de rZactions sont directement liZs aux conditions du riilieu [

LOutilisation dOeau ~ proximitZ du point critique, en tant que solvant, permet
dOaccZlZrer des rZactions chimiques et dOamZlioetfidaaitZ. Cela est expliquZ
principalement par trois raisonsle coefficient de diffusion est important, la
viscositZ est faible et IOeau prZsente, dans ces conditions, la capacitZ de solubiliser
complstement un grand nombre de substan@s l[a densiZ est Zgalement
considZrablement amoindrie lors de la montZe en temerature. Ainsi, la structure de
IOHTW approche celle dOun simple gaz en diminuant sa d&psitZ figure 1
indique ainsi, quO”™ 30 MPa, lorsque la tempZrature passe de 25 jC "~ 3®6iC, d
changements Znormes de comportement de solvatation de IOeau se produisent.
LOeau, un solvant dOordinaire polaire et soumis ~ de nombreuses liaisons hydrogene
devient ainsi plus proche dOun solvant-pmaire tel que IOhexand). [ Par
consZquent, les fits composZs organiques sont hautement solubles dans IOHTW et
complstement miscibles dans IOeau supercritifieEh observant la figure 1, on
observe dZj" une modification des propriZtZs physiques du solvdet ade 100
iC.
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Figure 1. DensitZ constante diZlectrique statique et constante de dissociation ionique (Kw)
de IOeau ~ 30 MPa, en fonction de la tempZrature. La constante diZlectrique de IOeau chute de
fason drastique lorsque la tempZrature augmente et se rapproche de celle dOunsolvant no
polaire dans des conditions supercritiques. DOapres [2].
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LOeau est Zgalement un partenaire de collision important dans de nombreuses
rZactions chimiques. Les rZactions qui se dZroulent dans la rZgion critique sont
fortement liZes " la densitZ du solvacar celleci a une influence sur les radicaux
libres. Les Ztudes expZrimentales et thZoriques montrent ainsi que le taux de
rZactions radicalaires est dZpendant de la pression. Le taux de rZaction constant pour
les rZactions radicalaires augmente typigeet avec la pression jusquf)A une
certaine valeur de plateau. Ces effets sont, en premiere approximation, dependants
de la nature du milieu de rZaction. lls sont une simple consZquence de
|IGaugmentation de la frZquence des collisBns [

LOeau est umeolZcule possZdant un dip™le permanant. Elle est donc rZactive dans
de nombreux cas. LOeau supercritique est ainsi capable, lors de certaines Ztapes clZs
dOune oxydation totale, de prendre part ~ IOactivation du complexe. En formant un
tel complexe, |IOZmpe dOactivation est abaissZe, ce qui signifie que I0eau agit
comme un catalyseur dans ce type de rZactions. De tels complexes, gZnZrZs par la
prZzsence dOeau en conditions critiques, sont apparus comme is\podartes
hydrolyses de type SNet des Zliimations H sur un alcool. Les rZactions
molZculaires sont importantes pour comprendre les mZcanismes rZactionnels aux
alentours du point critique de IOeau, lorsque les rZactions ioniques et radicalaires
rentrent en compZtition. En tant que solvant, IPeauplus facilement affecter les
rZactions chimiques dont le complexe activZ posssde une polaritZ qui est diffZrente
de celle des composZs initiaid}. [

Ainsi, IOHTW nQest pas un milieu inerte mais un participant actif ~ la rZaction.
Dans ces conditionkes molZcules dOeau peuvent jouer le r™le de rZactifs ou de
catalyseurs. LOeau peut Zgalement contribuer aux changements dOZnergie libre
dOactivation " travers des interactions sedotdant et la rZorganisation du solvant.
LOeau peut enfin influences I&Zactions ~ travers le comportement de phase, les
collisions solut&olvant, les limitations de diffusion et les effets de cafje [
LOHTW est un milieu rZactionnel qui ppaiQinstar dOautres familles de molZcules
b favoriser I0hydrolyse et la tramshation des saccharides, tant sous forme
polymZrisZe, que sous forme de monomeres.
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3./ L’effet de PHTW sur la structure polymérique des
hémicelluloses

LOutilisation de IOHTW sur la cellulose ou la lignocellulose, en vue de produire des
biocarburantsest abondamment dZcrite dans la littZrature. LOeffet spZcifique des
conditions HTW sur la fraction thlceIIuI03|que a, jusqud” prZsent fait 10objet de
moins de travaux. LOhZmicellulose est un hZtZropolymere composZ de monomeres
de sucres, incluant le xyde, le mannose, le glucose, le galactose et bien dOautres,
qui peuvent Zgalement possZder des cha’nes latZrales. Ces fractions liZes " la cha’ne
principale incluent 1Qacide acZtique, les pentoses, les hexoses, les acides
hexuroniques ainsi que les deoxybses et sont responsables de la solubilitZ des
hZmicelluloses dans I0eau et les alcalis. Cette solubiliadigonuniquement si les
hZmicelluloses sont sZparZes du reste de la pBntEr raison du manque de
rZpZtitions de la liaison glycosidique tyg@e p-(1-4) et de la nature alZatoire du
polymere dOhZmicellulose, aucune forme cristalline et rZsistante nOest observZe
comme cOest le cas pour la cellulose. LOhZmicellulose est donc beaucoup plus
facilement soumise ~ I|Oextraction hydrothermale et iGgd P]. La
comprZhension cinZtique des rZactions reste toutefois mal comprise. La stabilitZ plus
basse des hZmicelluloses est principalement due au fait que leurs cha’nes latZrales et
les groupes qui en dZpendent, tels que les acides glucuroniqosies, inhibent
la formation de liaison hydrogene. Cette particularitZ confere au polymere une
grande aptitude " etre transportZ par |Oeau. Ainsi, IOhZmicellulose est facilement
dissoute dans de I0eau " la tempZrature de 180gGortiori, plus accetble aux
attaques hydrolytiques. Toutefois, |Qattaque des hZmicelluloses en conditions
hydrothermalesequiat de plus hautes tempZratures que lors de IOhydrolyse acide
ou alcaling5].

Les hZmicelluloses ainsi solubilisZes apparaissent principaleroest fsrme
dOoligosaccharides ou de monosaccharides. LOhydrolyse en conditions
hydrothermales prZsente, en rZalitZ, des mZcanismes similaires ~ ceux retrouvZs lors
de IOhydrolyse en prZsence dOacides dijuZeq deux types dOhydrolyse sont ainsi
catalysZs par |Oion hydronium@®. Lors de IOautohydronse lorsque 10eau est le
seul rZactif ajoutZ au substrat, le catalyseur de IOhydronse est, dans un premier
temps, IOion hydronium provenant de IGantsation de IOeau. Cela mene " la
dZpolymZsation de IOhZmicellulose par hydrolyse sZlective des liaisons
glycosidiques et des groupements acZtyles.
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Dans un second temps, les ions hydroniums issus des acides acZtiques se
comportent Zgalement comme des catalyseurs, amZliorant ainsi la cinZtique de
rZaction. La contribution des ions hydroniums de |Qacide acZtique est plus
importante que celle provenade IOautmnisation de IOeau. Bien que prZsentant
une certaine rZsistance ~ IOhydrolyse, des acides uroniques peuvent Zgalement stre
libZrZs dange milieu, en meme tempgueles acides acZtiques. lls peuvent donc
contribuer ~ la formation des ions hydroniums, meme si leur r™le exact nOest
toujours pas complstement compris.

En rZalitZ, les acides rZsultant de IOhydrolyse des groupements atZtyles
uroniques catalysent aussi bien IOhydrolyse des liens entre hZmicellulose et lignine
gue les liaisons entre les hydrates de carbone. Les traitements hydrothermaux vont
donc convertir IOhZmicellulose en saccharides solubles, avec de hauts rendements et
peu de formation de soysoduits p].

[7] ont trouvZ quOils pouvaient extraire un pourcentage de 95% de IOhZmicellulose,
sous forme de sucres monomZriques, en seulement quelques minutes ~ 34,5 MPa et
de 200 "~ 230 jC.

Au niveau de la cinZtique Ghydrolyse, la dZcomposition dOune cha’ne
dOhZmicellulose semble se produire prioritairement via |Qapparition dOoligomeres.
Ceuxci disparaitraient ensuite au cours du temps de la rZaction en produisant des
monomeres. Il a ainsi ZtZ dZmontrZ que la plupantylose, rel%.chZ en solution et
issu dOune fraction hZmicellulosique constituZe de xylan, 10Ztait sous la forme
dOoligomeres, lesquels Ztaient ensuite dZcomposZs en monomeres d8jxybese [
temps dOaction plus longs pourraient augmenter la rZeupZdat xylose
monomZrique aux dZpedOune dimition du rendement total carxglose pourrait
stre converti par la suite en produits de dZgradations.

4.1 effet de PHTW sur les monosaccharides

Lorsque le glucose et le fructose se dissolvent dans I0exsisté pour chacun 3
formes possiblesen cha’ne ouverte, en pyranose et en furanose. Le glucose peut
Zgalement sOisomZriser de maniere rZversible en fructose. Ainsi, lorsque le glucose
et le fructose sont tous deux prZsents en solution aqueuse, 6 ftiffdeentes de
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monosaccharide sont prZsentgs Ces deux sucres suivent les memes voies de
rZactions lorsquQils sont soumis ~ des conditions hydrothermales2ffigure
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Figure 2. Produits de dZgradation des hexoses en conditions Q& pres [2].

Toutefois, le taux dOintssomZrisation est plus lent que le taux de dZgradation du
glucose ou du fructog8]. Le fructose semble Zgalement plus rZactif que le glucose.
DOune part, le taux dOisomZrisation du fructose en glucose est beaucoup moins
important que 10inversa(] et dOautre part, malgrZ IQisomZrisation, le fructose rZagit
beaucoup plus vite que le glucose, du moins en prZsence dOacide phosphorique.
Ainsi apres deux minutes ~ 340 |C, le fructose est dZtruit ~ 98% tandis que le
glucose seulement52% [11]. Ces auteurs ont observZ quO” tempZrature ambiante,
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la forme acyclique du glucose (c*éstlire la plus rZactivg) se trouve de maniere
moins abondante que celle du fructose. lls en ont dZduit que le meme principe
pourrait expliquer la rZactivitplus basse du glucose en conditions hydrothermales.

LOhydrolyse du glucose et du fructose a ZtZ ZtudiZe depuis plus dOun siscle, et
toutes les Ztudes confirment leurs dZgradations rapides en conditions
hydrothermales (figur8) [10,12,13,14].

Bobleter and Pape, 1968

. 4 Amin et al, 1975
Kabyemela et al., 1997

¢ Matsumura et al., 2006
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Figure 3. TracZ dOArrhenius (du premier ordre) des donnZes de dZgradation du glucose.
DOapres [2].

Comme le taux d'isoerisatiog entre le glucose et le fructose est lent par rapport ~
leur taux de dZgradation, diffZrents produits majeurs sont observZsir”dear
glucose et de fructose.

Alors que les diffZrentes conditions de rZactions et techniques analytiques
employZes induisent des diffZrences dans les produits relatZs dans la littZrature, la
plupart des publications sOaccatdeutefois sur le fait que le glucose se dZgrade le
plus souvent en produits de fragmentation (glycolaldZhyde, pyruvaldZhyde,
gkyceraldehyde, etc.), tandis que le glucose aura tendance " former le produit de
dZshydratation appelZiydroxymethylfurfural (SHMF) [9, 15,16,17].
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[18] reportent que le composZ aromatique 1,2,4 benzenetriol peut stre formZ dans
des rendements significatifs ~ partir de fructose. lls ont Zgalement dZterminZ que ce
composZ peut «tre formZ dans des rendements jusqud” 46% " pattiMie Eela
est assez idressant car dans le cas des prZtraitements lignocellulosiques, il est
souvent admis que ce composZ provient de la fraction ligneuse. Ces auteurs
montrent ainsi que des composZs aromatiques peuvent aussi stre formZs " partir de
sucres cellulosiqued19] avaient dZj” Zmis cette hypothese en dZmontrant la
formation de composZs aromatiques " partir de cellulose pure mise en luvre dans
des rZactions hydrothermales (250 ~ 400 jC).

Le glucose peut donc etre converti en furfural et parallslement en acides et
aIthydes. Par apres, la conversion des furfurals mene "~ la formation dDacides,
dOaldZhydes et de phZnol. Les acides et aldZhydes sont les prZcurseurs de composZs
gazeux. Le furfural se forme par dZshydratation, et la dZshydratation ultZrieure du
furfural donne du phZnol. A contrario, les acides et aldZhydes sont produits par des
rZactions de rupture de liaiso2€]|

LOeffet de IOHTW sur le xylose est assez similaire ~ ce qui est observZ sur le
fructose et le glucose. Le xylose peut exister dans Kdealforme de pyranose, de
furanose ou de cha’ne ouverf2l] ont proposZ un mZcanisme de conversion du
xylose en furfural. Le furfural serait formZ par la forme pyranosique du xylase
forme furanosique serait trop stable, dans leurs conditions op&satpour les
nouvelles transformations chimiques. La forme ouverte aura tendance ~ former du
glyceraldZhyde, du pyruvaldZhyde, de IQacide lactique, du glycolaldZhyde, de IQacide
formique et de IQacZtol, qui rZsultent de la fragmentation depreduss lors la
production de furfural. La stabilitZ de la forme furanose couplZe au faible taux
dOisomZrisation entre les trois formes, explique la prZsence dOune faible et
persistante concentration en xylose dans les produits, meme apres des temps de
traitemen relativement long ~ 250 jC. Ce mZcanisme "~ rZcemment ZtZ confirmZ par
des simulations molZculaires dynamigabsnitio [22].

[21] ont montrZ que le furfural est formZ directement ~ partir de xy[@8gont
dZmontrZ que ce furfural pouvait Zgalemestd¥grader sous des conditions
hydrothermales, mais ~ un taux infZrieur ~ sa propre production " partir de xylose.
Une Ztude cinZtique de cette rZaction a montrZ que la contribution de la
condensation rZtraldol et de la dZshydratation au taux global deochposition est
en accord avec ce que lOon observe dans le cas du glucose en conditions
hydrothermalesZ4].
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Ces auteurs ont Zgalement montrZ, que dans des gammes de tempZratures plus
ZlevZes (36820 iC), la quantitZ de produits de dZgradations formZs
(glycolaldZhyde, gycZraldZhyde, pyruvaldZhyde et dihydroxyacZtone) est plus
importante que celle de furfural, pour des temps de rZactions-8¢28,4econdes et
sous des pressions de-2% MPa.

Le xylose est aussi capable de donner naissance " des Gtsrgrosnatiques lors
de dZgradations hydrothermales, dans des conditions acides ™~ 308).C [

_Au niveau industriel, la plupart de la production de furfurafugaldZhyde) est
rZalisZe ~ partir de xylose issus dOhZmicell{®se

5.'Les paramétres influencant I’hydrolyse

La tempZrature peut Zgalement avoir un impact considZrable sur les voies de
rZactions 14, 25, 26]. Ainsi, ~ haute tempZrature et basse densitZ aqueuse, les
rZactions radicalaires se produisent frZquemment tandis que les rZactiaesisaiq
produisent plut™t ~ basse tempZrature et haute densitZ3jlOeau [

En plus des conditions de rZaction (tempZrature, pression, densitZ de IOeau,E), les
CadditifsE (acides ou bases) peuvent Zgalement influencer les rZactions impliquant
le glucosespZcialement ~ de plus basses tempZratures.

De nombreuses rZactions sont donc sensibles au pH. Il a ZtZ reportZ que la
condensation retraldol et IQisomZrisation ZuifavorisZe en conditions basiques
tandis que la catalyse acide avait tendance gmamter les rZactions de
dZshydratation2[7]. De nombreux auteurs ont donc ZtudiZ IOajout dOacides et de
bases homogenes (tels que respectivement |Oacide sulfurique et IOhydroxyde de
sodium) au milieu rZactionnel.

[28] ont ZtudiZ les cinZtiques de dZcomposition du glucose dans des solution
dOacides diluZs, entre 180 et 230 C. lls ont trouvZ que des conditions de
tempZratures de 200 iC et des pH assez bas augmentaient la destruction du glucose
(conversion de IQordre 6% apres 30 minutes, ~ pH de 1,5).
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Le meme type dOexpZrience a ZtZ menZ " partir de fruetospddition de 2
mM dOESQ, a eu pour consZquence de modifier significativement les modes de
dZgradation du fructose, causant ainsi une augmentationdserent de production
de 5-HMF et de furfural, au dZpemnte la production de pyruvaldZhyde et dOacide
lactique. Aucune modification nOa ZtZ observZe au niveau de |QisomZrisation du
fructose en glucose.

[11] ont travaillZ dans le but dOoptimiser les rendementsHMFP5™ partir de
fructose. lls ont trouvZ que IOacide phosphorique Ztait le meilleur acide de catalyse
testZ, donnant un rendement de 65%-t#vB- ~ 240 C, apres 120 secondes et en
utilisant une elution 0,05 M en fructose ~ un pH de 2, ajustZ ~ IOacide
phosphorique.

Comme les @dditifsE homogenes citZs prZcZdemment ont des impacts sur
IOenvironngrrlend:,ertains chercheursantuinZ Oinfluence @@gditifsE acides et
basiques hZtZrogeneslstgue les oxydes mZtalliques, sur les rZactions du glucose.

lls ont trouvZ que IQaddition de Zng&ut Zgalement promouvoir IQisomZrisation
du glucose et du fructose. Le Zreut donc stre considZrZ comme un catalyseur de
base du glucose. Le TiOpeut Zglement augmenter IQisomZrisation et la
dZshydratation en HMF, indiquant la prZsence de sites acides et basiques "~ sa
surface P9, 30].

DOautres sucres dZrivZs des hZmicelluloses, tels que le mannose, le galactose et
|Qarabinose ont ZtZ ZtudiZs en condithydrothermales (340 iC 27,5 MPa) par
[15]. Aucune diffZrence qualitative nOa ZtZ trouvZe entre les produits formZs par ces
sucres ~ 6 carbones et ceux obtenus " partir de xylose, meme si les quantitZs
obtenues de ces divers composZs et leurs tauxrmdatfon dZpendent fortement de
la nature des sucres dQorigine. Les produits de dZcomposition de IOarabinose sont
principalement le glycolaldZhyde et |eflgaldZhyde qui sont aussi ceux obtenus
lors de la dZcomposition du xylos27]. Il est donc possiblele conclure que les
mZcanismes de dZcomposition des sucres issus dOhZmicell@6& o€ CC6 E)
sont similaires en conditions hydrothermales.

[31] ont ZtudiZ les cinZtiques de rZaction de dZgradation de IOhZmicellulose en
sucres ainsi que ldZgradabn subsZquente de cdsrniers en furfurals et autres
produits de dZgdation. DOapregux, la plupart des Ztudes rapportent des taux
dOextraction dOhZmicellulose et de rZcupZration en sucres simples ou en oligomeres,
situZs entre 65 et 82%.
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Les mod+ks courants dOhydrolyse de IOhZmicellulose sont la plupart du temps
construits ~ partir des rZsultats de IOhydrolyse de la cell@@se [

Ainsi, les produits issus dOune hydrolyse hydrothermale sont une mixture
dOoligosaccharides, de monosaccharidesidd@aZtique, et de dZrivZs du furane
(furfural et hydroxymZthylfurfural), qui pourront par la suite subir des rZactions de
dZcomposition menant " la formation dOacide formique et levulirBfjue [
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Note introductive

Les clapitres 2 et 3 ont permis de dresser |0Ztat des lieux actualisZ de la relation
purification D structureDpropriZtZs des galactomannanes et plus spZcifiguement de
ceux de caroube. lls ont Zgalement permis de mettre en Zvidence certaines zones
dOombeesur le sujet, et notamment le fait que la distribution fine des galactosyls
nOest gZnZralement pas prise en compte (et surtout mesurZe rZellement) dans la
plupart des Ztudes sur le sujet. DOautre part, le travail de synthese a Zgalement
permis dOapprendaeOil Ztait possible, par fractionnement soustractif, de gZnZrer
des fractions aux propriZtZs diffZrentes, probablement en raison de structures
moyennes diffZrentes.

Sur cette base, ce chapitre vise ~ Ztablir le lien entre la purification, le
fractionnemat et krelation structurgoropriZtZ des galactomannanes. LOZlucidation
de la structure chimique fingncluant la distribution des substituants galactosyls)
de deux fractions issues de la gomme de caroube brute est corrZlZe avec la
caractZrisation de lesi propriZtZs physiques appllquZes spZcifiquement ~ 10Ztude
des cinZtiquesde solubilisation et la formation de rZseaux dans les _dispersions
visqueuses et les gels associZs. Le protocole mis en place et les rZsultats qui en
dZcoulent sont reprZsentZs éwZsea suivant.

| GOMME DE CAROUBE BRUTE (CLBG) |

[ Extraction 25 °C || Culot || Extraction 80°C |+ culot | g
‘ w
= =
Surnageant 25°C Surnageant 80°C w
v v =
[ Filtrat || Précipitation etOH | | Précipitation etOH H Filtrat | %
<
GM25 GM80 &
ANALYSES RESULTATS
| Composition chimique I l Fractions pures a 99,9 %

Caractérisation structurale W25 [ ]
- Longueur des chaines
- Ratio M/G [T DI PR S——
- Distribution Galactose

Propriétés GMB8O0 plus visqueux et
rhéofluidifiant que GM25
GM80 insoluble a 25 °C

- Solubilisation
- Courbes d’écoulement

Interprétation »| Structure -> interactions
-> propriétés

ANALYSE FONCTION STRUCTURE
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Impact of purification and fractionation process on the chemical structure and physical properties of
locust bean gum

1.!' Abstract

This study aims therefore to completely establish links between the purification/
fractionation process of carob galactomannans and their OstpropestyO
relationship. Elucidations of the fine chemical structure (including distribution
pattern of lateal substituents) of different samples of galactomannans, obtained by
temperature subtractive fractionaticare correlated with thecharacterization of
their physical behavior, through the study of solubilization kinetics or network
formation in viscous idpersions and associated gels

2./ Introduction

Locust bean gum (LBG) is an additive (E410) used mainly in the food industry for
its rheological, texturing and gelling propertiése combination oEBG with other
polysaccharide® such as xanthaand carrageenamnableto jellify aloneb has
been alswsed inindustry for a long timeSpecific forcegelsmay be formedy this
economically interesting technique to givaunique propertiesfor specific
applicationg[1]. Locust bean gunis made from the emd$perm of the seeds of the
carob tree Ceratonia sliiqua L). The endosperm is composed of reserve
polysaccharides (hemideloses) called galactomannans.

Galactomannans consist opg1—4) b-mannopyranosyl backbone substituted to
varying degrees in-(1—6) with singleD-galactopyranosyl residu¢®]. This basic
structure is the same for all galactomannans. However, three elements allow
distinction between these polysaccharides: the degree of substitution of galactose,
the molecular sizes, and the distriion pattern of galactosyl substituents along the
main chain of mannans. Different kinds of distributions, existing in nature, have
been proposed in the literature: (a) the regular arrangement, (b) the random and (c)
uniform layout of blocks (Fig. 1).
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However, intermediate structures between these three "types" may alsi3]exist
The few methods to evaluate distribution patterns of lateral galactosyls on
galactomannans are quite conventiotethniques:determination of degree of
blockiness, C]-NMR (Nuclear Magnetic Resonance) analysis or computer
modelling after enzymatic hydrolysi$s-11]. These studies showthat the
galactomannanblock structuras not quite accurate[1]. The fine structuref the
galactomannangocust beanis most likely compogd of "smooth" zones(low
substituted)and "hairy" zones fiuch denseiin side galactosyls without being
systematically adjacent)

a M~ M-M-M-M-M M—M—\,l-\l'—h‘(—u-M-M—)«!-H—
G G G G o G G

D MMM M- Mo M- M- M=M= M= M- MMM MMM
G G G G G G G G

C—M—M—M-M—M‘-h’fh)lbM—M—H—M-H-¥-§(~)1(—M--¥—¥—h'i—u—m—
GG6GG6aGG G GGGGGG

Figure 1. Different theoretical kinds of galactosyl distributions proposed in the literature :
(a) the regulaarrangement, (b) the random arrangement, and (c) uniform layout of blocks
(According to [3], with the permission from Elsevier).

The production process of locust bean gum consists in obtaining a crude gum by
grinding endosperms. Then purification treatisenan take place in order to
increase the proportion of galactomannans and eliminate odors, impurities and
endogenous enzym§k?]. Clarifying is then the most common process. It consists
of a dissolution of the gum in water, soda or acetic acid, folldwealfiltration[13]
or a centrifugation stef8] to remove insoluble materials. Galactomannans are then
precipitated using solvents such as eth§i4), isopropano[3, 15, 16]or methanol
[17]. Precipitation of galactomannans can also be obtained éyotmation of
cupric complexeq14, 18] barium complexe$19] or by precipitation in borate
buffer [20].
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The purification step has a major influence on the composition and properties of
locust bean gums. During clarification, the dissolution temperaisira crucial
parameter which influences the average chemical structure of the resulting gum, that
is also correlated to the physical properties observed in aqueous solution or
dispersion. Thus, a locust bean gum purified at OcoldO temperature (ab®yt 20 j
exhibits properties significantly different from those of OhotO extracts (above 40 jC)
[21]. The solubility propertiesare sometimes usddr successivelye-extractingthe
same crude LBG to obtain fractionsof structural narrower distributions This
subtractivefractionation providesspecific propertiesof gums[1]. Temperature is
not the only factor impacting on the properties of the clarified/fractionated locust
bean gum. The type and amount of solvent used during precipitation play also an
importart role[22].

Several theories correlate purification process with chemical stry&@ré6, 23
25] or with physical behavior of galactomanndis 12, 16, 22, 23, 26]but the
processstructureproperties relationship hastrizeenthoroughlyinvestigatedSome
authors have established the relationship between chemical structures and properties
in solution/dispersion[7, 8, 12, 16, 23,27-32]. Unfortunately, the structural
characteristics mostly determined are molecular weight and degreestfigign of
galactose. The distribution pattern of lateral substituents is ignored in most cases,
although it seems likely to impact profoundly the physical characteristics of a
galactomannan solution and dispersion (solubility, viscosity, gel formation, On
the other hand, most studies are based on a commonly accepted chemical structure
for locust bean gum (blocks distribution or OsmoothO and OhairyO regions) to
interpret physical measurements carried out, without checking that the studied
sampleseally have the structure assunjdd33-37].

This study aims therefore to completely establish links between the purification/
fractionation process of carob galactomannans and their OstprcipestyO
relationship. Elucidations of the fine chemical structure (including distribution
pattern of lateal substituents) of different samples of galactomannans, obtained by
temperature subtractive fractionatioawe correlated with thecharacterization of
their physical behavior, through the study of solubilization kinetics or network
formation in viscous idpersions and associated gels
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3. Materials and Methods

3.1. Materials

Locust bean gum (LBG) was obtained from PFW Ltd. (Greenford, UK) as the
product sold under the trade mark HERCOGUM Wbalactosidase enzyme (EC
3.2.1.22) has been provided by Megazymi@rnational (Bray, Irlande)pll others
chemicals were purchased from commercial suppliers and used as received.

3.2. Purification and temperature fractionation

A 1% massic dispersion of CLBG was prepared by mixing 10 g of gum in 1 L of
distilled water with an Ultr&urrax homogeniser (IKA, Staufen, Germany) at 25
iC. The dispersion was then mixed by a 400 rpm magnetic stirrer for 3 hours at 25
iC before being cearfuged (8000 g, 25 iC, 30 min) to remove insoluble materials.
The supernatant was precipitated by pouring into avslomeexcess of absolute
ethanol. The precipitated material was then filtered, washed twice with ethanol and
acetone, resolubilized ir0ZC water by mixing, freezdried and milled until a fine
grinding was obtained (< 1mm) (Fig. 2). This fraction is called GM25. The pellet
obtained after centrifugation (about 6 g of dry materials) was resuspended in 1 L of
distilled water at 80 jC and derwent the same procedure of impoverishment at 80
iC to give the GMS80 fraction. This subtractive fractionation was realised in
triplicate.

116



Impact of purification and fractionation process on the chemical structure and physical properties of
locust bean gum

crude locust ——
(b;:m J ethanol precipitation | 25 9C
— . : Ir'4
I v b
r- " solubilisation l ! | washing the precipitated | ---- W%
[ T | r
' V0N N

/;\ v : 1 +

: I centrifugation | | | lelsolublllsatlon l

| : N

! I

1 T 11,
supernatant | freeze-drying l,} M25 and GM80,

Figure 2. lllustration of the purification and temperature fractionation process.

3.3. Analyse of composition

3.3.1.! Moisture content

1 g of all the fractions was held in an oven at 105 jC and weighted regularly until
readings stabilised. All values were then expressed on a dry matter basis.

3.3.2.! Protein analysis

Protein contents in the CLBG and fractions GM25 and GM80 were estimated by
the Kjeldahl procedure, after mineralisation (with a 1000 KJELTABS MQ tablet and
a Digestion System 20, 1015 Digester, Tecator AB) and distillation (by a Kjeltec
Auto 1030 AnalyserTecator AB) with a conversion factor of 5.87 according to

[39].
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3.3.3.! Fat and ash analyses

A mixture of chloroform and methanol (respectively in proportion v/v 2:1) at 65
iC was used according to the Soxhlet procedure to extract the fat in approximately 5
g of sample, for 5 h. For ash analysis, 3 g of each sample were burned to ash for 12
h in a muffle furnace at 600 ;C.

3.3.4.! Crude fibre

Crude fibre (cellulose and lignin) was determined by the-@etdrgent fibre
method (ADF) [39] in a Fibertec system (Brudse Belgium) using
cetyltrimethylammonium bromide in 1 M sulphuric acid previously standardised as
the acid detergent solution. 1 g otkasample was analyzed twice.

3.3.5. Total hemicellulose analysis

The amount of total hemicellulose was estimated asethainders of the samples
after the other substances (protein, fat, ash, crude fibre and moisture) were
accounted for. This fraction was considered as totally consisting of galactomannans
[12].

3.4. Structural characterisation of GM25 and GM80

3.4.1.! Measurement of mannose/galactose ratio

Mannose/galactose (M/G) ratios were calculated using an adaptation of the
method described by Blakeng40]. 50 mg of each sample were hydrolysed by 3
mL of 1 M sulphuric acid, in a sealed Sovirel tube at 105 jC for 3 h. Theingsult
aldoses were reduced in alditol acetatesle@xyglucose was used as internal
standard. Gas chromatography analyses were performed on a HP Agilent 6890
series chromatograph (Agilent Technologies, Diegem, Belgium) with a flame
ionization detector equiga with HR1 capillary column (30 m x 32 mm, 0.25 film
thickness,) coated with methylsiloxane. 2-gamples were injected in splitless
mode. Initial temperature of 120 jC in the system was increased to 220 jC at a rate 4
iC/min. Helium was used as the c¢arrgas with a flow rate of 1.6 mL/min. The
temperature of the injector and the detector were 290 jC and 320 jC respectively.
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3.4.2.! Measurement of !-D-galactopyranosyl distribution along the D-
mannan backbone.

Two different and complementary techniques wased in order to estimate
galactose distribution along the mannan main chain. The first one, a method
proposed by4], was an alkaline degradation that gives information about the degree
of blockiness of each sample. In this method, gas chromatograplysematere
performed on a HP Agilent 6890 series chromatograph coupled to a HP 5973 mass
spectrometer selective detector, equipped withlHfapillary column (30 m x 32
mm, 0.25 film thickness) coated with methylsiloxane (all devices from Agilent
Technologes, Diegem, Belgium). 1 peamples were injected in splitless mode.
Initial temperature of 90 jC in the system was increased to 220 |C at a rate 4
iC/min. Helium was used as the carrier gas with a flow rate of 1.0 mL/min. The
temperature of the injector wa290 jC. Mass detector was conducted with
electronic impact (El) mode at &Y, source and quadrupole temperatures were set
at 230jC and 150 C respectivelydentification of1,5-di-O-acetyt2,3,4,6tetraO-
methytD-mannitoland1,4,5tri-O-acetyl2,3,6tri-O-methytD-mannitol with levels
of certainty 0f91% and 8% respectively,was performedusing a NBS mass
spectral database.

The second method used was based on'#@-NMR spectroscopy work§6]
together with{7, 9]. The [°C]-NMR spetroscopy was performed on a Varian Unity
600 MHz instrument spectrometer (Oxford, UK) operated at 90 {C to diminish
viscosity and, thereby, lin@idth. The fractions (1.5 % w/v) were dissolved isCH
containing 10 % BO. 50 000 pulses were collected; mulgcquisition time was
0.865 s and r.f. pulse angle was 90 jC. Chemical shifts were expressed relatively to
external DSS.

Thecrudelocust beargumwashydrolyzed(HCLBG) by a-galactosidas& obtain
a comparative controin the analysisHCLBG was obtainedfrom a5 g/L CLBG
dispersionin acetate buffer500 ml of enzyme(65 U/mg) wereadded to0.5 L of
dispersiomand stirredor 20h at 40 jCand a pHof 4.68 HCLBG was recoveretly
precipitationin 2 volumes of ethanol, dried at room temperatamg milled until a
fine grinding was obtained (< 1 mm)
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3.4.3.! Measurement of molecular weight

The scattering light from a polydisperse macromolecular solution can be used to
measure the molecular weight (Mw) distribution. This is usually obtained by the
Zimm method, i.e. the scattering intensity is measured at different angles and
concentrations,dllowed by an extrapolation to zero angle and zero concentration.
This procedure gives the absolute value of the weight average [#Mjv
Measurements were determined in triplicate using a high performance size exclusion
chromatography (HPSEC) HP 1200 sersgpparatus (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA) equipped with a TSigel GMPWxI column (30 cm x 7.5 mm;
particle size 13um) (Tosoh Corporation, Tokyo, Japan), coupled to @©BDC
refractometer and a BUwA multi-angle laser light scattering (MALLSDoth from
Brookhaverinstruments Co., Holtsville, NY, USA).

The GM25 and GMS80 fractions samples were solubilized (0.5 mg/mL) in
deionized water and heated atj@overnight under mechanical stirring. Similarly
the samples were also solubilized in giteste buffer (50 mM KEPQs: NaOH 1:3,
pH 8), in order to estimate molecular aggregatjdt]. Deionized water and
phosphate buffer were respectively used as eluent, with a flow rate of 1 mL/min at
40 iC. Thesamples were filterethroughthe 0.45 pninterral filter of the device A
refractive index increment (dn/dc) of 0.147 mL/g was determined experimentally
and used for SEMALLS/RI determinations.

3.5. Physical properties in solution/dispersion

Three main physical properties of galactomannans in solution/dispersion, related
to their industrial potential applications, were investigated.

3.5.1.! Solubilization kinetics

Samples were prepared at a concentration of OWwB\8on a dry weight basis at
25 jCand 80 C, respectively for 5, 10, 30, 20, 120, 180 min and 15, 30, 60, 120,
180 min, under magnetic stirring. Then, the corresponding dispersion was
centrifuged at 5000y during 15 min to remove the insoluble material. The
supernatant recovered and thraf polymer concentrations were determined as total
solids dried at 105C for 24h in an air circulating oven. Percentage of
solubilization was determined by the ratio between supernatant massic concentration
and initial massic concentration.
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3.5.2.] Viscosity and viscoelasticity

Rheological properties of carob gum were characterized g 2% carob gum
dispersions prepared as follows: 1% on a dry weigh basis in distilled water at 90 C,
under mechanical stirring for IB and cooled to room temperature before
measurements. Rheological measurements were performed using a rheometer
(Anton PaarGraz Austria) equipped with a temperature control system and with a
cone and plate geometry (4j cone anglepB plate diameter, 102n gap). Each
sample (approximately 1BL) was placed in the sensor system for measurement at
25iC. Curves of shear stresg @s a function of the shear ratg, (were obtained
with the following program: 300 s from 0.3 to 3§6. The parameters of flow index
(n) and consistencyK| are ob&ined by solving the equation of HerscBeilkley : t
= 10 + K(y)" (made byGabriel Data Analysi€§SDA program);t, 1o and y are
respectively the shear stress, the yield stress and thaateear

Oscillatory tests were performed at Z5using the same equipment. Variations in
G' (dynamic elastic modulus)z” (dynamic viscous modulus) angd (complex
viscosity) were recorded as a function of frequency, thus obtaining the characteristic
mechanicalspectra. Frequency sweeps from 0.03 toH30were performed at
constant strain within the linear viscoelastic range 1 Pa) as realised Hg$4]. All
the measurements were performed at least in duplicate.

3.5.3. Gel formation in association with other polysaccharides

To studythe formation of geldy galactomannansm association with another
polysaccharidexanthan was used. As describley [27], mixtures of xanthan (4
g/L) and galactomannang2 g/L) are able to form a gel. Such mixtures were
performed with GM25 and GM80 fractions, during 3 h under mechanical stirring.
Two temperatures of dissolution were tested: 25 {C and 80 jC. After cooling to 20
iC, samples were analyzed with a-KA'2 textureanalyzer (Stable Mick&ystems,
Haslemere, UK). Penetration experiments were perfortbgdneans of a 15nm
diameter flat circular probe, penetrating twice for 5 s into the gel at a speed of 60
mm/min (penetration depth = 5 mm). The total work of penetratndicated as the
gel strength and taken as the surface obtained under the force deformati@ curve
[42], was averaged using 2 repeated determinations. Hardness is defined as the peak
force during the first compression cy{4s].
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4. Results and discussion

4.1. Chemical characterization

The purification procesand the temperature fractionation developed here were
efficient to remove impurities and to ensure higlality galactomannan contents
(confirmed bygas chromatographyanalysis) (Fig. 2). Indeed5M25 and GM80
fractions werevery pure andconsisted exclusivelyin galactomannans (about
99.9%). Afterpurification, proteins werdound inthe residuapellet (RP) aftethe
second extractiorand ashes were located tihe filtrate. GM25 fraction, GM80
fraction, the pellet and the filtrate represented respect8Z2B% 33.3%, 18% and
11% of the drystarting material All results were presented in Table 1 wherein the
data set to zeroorrespond toaluesbelow the limit ofdetection of the devices.

Table 1. Production yields of GM2&ndGM80 fractions (as % of of initial dry matteaind
theirchemical characterization.

CLBG GM25 GM80

Yields 100 32.57 33.25
Chemical
composition

Protein 6.00 + 0.03 0.03+0.02 0.03+x0.01

Fat 2.10+0.11 0 0

Ash 0.31 +0.05 0.03+0.01 0.03+0.01

Fiber 2.20+0.20 0 0

Galactomannans’ 89.39+0.24 99.94x+0.02 99.94+0.01
1 Obtained by difference.
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4.2. Structural characterization

To study the structure d6M25 and GM80 fractions M/G ratio wasdetermined
andrelated tothe distribution of galactosyl residualbng themannose mairchain
("fine structure ofgalactomanndi. To allow a comparison dhe obtained results
(Table 2), measurements were also performa&h two other contrasted
galactomanans:

-l A guar gum,much moresubstituted with a moreregular distribution of
galactosylsesidueqfewer"hairy" zone$

-l An o-galactosidas@ydrolyzed crudelocust beangum (HCLBG). This
enzymeeliminateseasily accessiblegalactosylsresidues(locatedbetween
oneor more freamannosylgesidues)Thus,enzymatic attack avoidsghly
substituted aredsecausdew binding sites are available

M/G ratios were obtainedby the method oBlakeney[40]. They indicatedhat
guar gumis much moresubstituted(at least twice}han carob gumsGM25 and
GM8O0 fractionshad M/G ratiosof 2.85and 3.84respectively The ratio for GM80
was1 unithigher thanthat of GM25.However,these two fractionpresentedower
ratios thanthat determined foCLBG (4.07). The RP of the purification process
containedvery low substitutedgalactomannangM/G ratio = 4.50 B more than
GM25 and GMB80 fractions which contribute significantlyto the ratio valuefor
crude gum(M/G ratio = 4.07) The action of a-galactosidasen crudelocust bean
gum seemshus quite effectivesince itincreased thealue of the M/G ratidrom
4.07 to 5.98This HCBLG fractionwas veryslightly substituted

Analysis of [*C]-NMR spectra of these fractions can provide interesting
information about fine structure of galactomannansM/G ratios can also be
determined by considering the intensities el @Gannose and galactose signals in
[**C]-NMR spectra [9]. Thismethod provides results relativelyclose to those
obtainedby Blakeney method [40] (Table.2)

Spectra also showed that resonance franf®-mannose residues were split, in
evidentdependence upon the nearest neighbour probabilities (Odiad frequenciesO) of
D-galactosyl groups along the mannan chains (Fig. 3). Diad frequencies were
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obtained by im#grating G(Man) peak areas. F11, F21/F12 and F22 gave
respectively the di mone or nonsubstituted mannose pair proportions (Table 2).

The percentages of total lateral substituents obtaineds(Wa@) peak analysis
[F11 + (F21 or F12)/2] were fairly well correlated with M/G ratios. Tlyugr gum
has a high proportiomf di-substituted(F11) or mongsubstituted(F12/F21) di
mannosyls and verfew pairswithout substituentsThis makes sense singgiar
gum consists b a large proportion ofside galactosylsresidues(M/G = 1.5.
Therefore consecutive OsmoothO mannosyl residues remain. lithi,egumhasa
fairly homogeneougprofile. GM25 and GM80 fractions presenta similar profile,
differentfrom guar gumlt indicatesa much largeproportion of norsubstitutedli-
mannosyls,explained byhigh M/G ratios However, GM80 fraction has &higher
proportion ofF11 and F22than GM25 while its M/G ratio is more importanfThis
clearly indicatesghat the distribution ofalactosylon themannose main chaioes
not respond t@ simple statisticdw. Hydrolyzed locust bean gu®CLBG) also
has a 'C-NMR spectrumhaving the samenorphology as GM25 and GM80
fractions However he proportion of nosubstitutedpairs is nuch moreimportant.
Splitting of the G6 substitutedb-mannose resonance provides, therefore the basis
for determining the nextearestheighbor probabilities (triad frequencigglig. 3).
However, the spectrum isnot sufficiently resolvedto accurately gantify and
interpret the result#t this stage|t appears that particular distribution patterns may
occur, since they can not be explained by the M/G ratio alone. Howevsr,
nevertheless nqtossible tobe sure of thdocalization of theseon mono or di-
substituted mannosyl pairs dine main chainlt is therefore necessatyp usethe
determination of thedegree ofblockinessfor more detailed information®n
chemical structures.
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Table 2. Fine structural characterization of different galactomannans: GM25, GM80, HCLBG and guar gum (Guar).

Structural characterization Guar GM25 GM80 HCLBG CLBG RP

M/G ratio (GC-FID) ! 1.51+0.01 2.85+0.01 3.84+0.01 5.98+0.01 4.07+0.03 4.50+0.03
M/G ratio (['*C]-NMR) 2 1.70 £ 0.02 2.98 +0.04 3.50+0.01 6.55+0.04 / /
Degree of blockiness (%) * 40.00+1.23  70.00+2.04 83.00+2.47 96.00+3.15 / /
F11 Diad Frequencies (%) 2 41.28+1.25 1235+1.17 15.65+0.28 6.13+0.18 / /
F12 or F21I Diad Frequencies (%) ? 46.53+0.54  35.52+0.95 30.35+0.59 21.01+1.49 / /
F22 Diad Frequencies (%) 2 12.19+£0.71  52.10+£0.20 54.00+0.31 72.85+1.66 / /

' [40];2[9];* [20].
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GM GM CGM CGM

NI

GM25

Figure 3. [13C]-NMR spectrum of different galactomannans: GM25, GM80, HCLBG and
guar gum. Focus on mannosyl fourth carbon (C4).

The study of the degree of blockiness is focused on ! -D-galactopyranosyl side-
chain groups distribution. It was determined by measurement of O-acetyl-O-methyl-
D-mannitol derivatives by GC-MS, which gives a characteristic of the distribution
pattern in the parent galactomannan :

- D-mannopyranosyl units substituted at O-6 with !-D-galactopyranosyl
groups and at O-4 by a D-mannopyranosyl group without substitution at O-6
will produce 1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-methyl-D-mannitol (1),

- whereas, if the D-mannopyranosyl attached at O-4 bears a D-
galactopyranosyl group at O-6, this D-mannopyranosyl residue will give rise
to 1,4,5-tri-O-acetyl-2,3,6-tri-O-methyl-D-mannitol (2).
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Thus, if the ! -D-galactopyranosyl groups are isolated from each other along the D-
mannan backbone, compound (1) would result from the D-mannopyranosyl residues
to which they are attached. On the other side, application of the reaction sequence to
a “block type” of pattern of substitution would yield mainly compound (2), even if
compound (1) would be present too (at the beginning of each block). The ratio
between compounds (1) and (2) will give therefore the degree of blockiness of each
sample, which represents the percentage of side galactosyls having at least one
substituted mannosyl as neighbor. An important ratio therefore reflects a structure
necessarily consisting of many successively substituted mannosyls (“blocks”)
grouped in “hairy” regions.

Guar gum is highly substituted (M/G = 1.51) and it has therefore many di- or
mono-substituted di-mannosyls. Determination of the degree of blockiness (Table 2)
indicated yet that a small proportion of these pairs are contiguous. Indeed, only 40%
of lateral substituents possess neighbors successively substituted (“blocks™). In
contrast, carob samples, yet much less substituted, have a substantially higher
proportion of side galactosyls arranged in “blocks” (70% for GM25), whereas such
distribution reached 83% for GM80 and 96% for HCLBG. This indicates that the
enzyme hydrolysed all "isolated" galactosyl substituents in the “smooth” or “densely
substituted” areas, without being able to attack successively substituted residues.
Proportion of non-substituted di-mannosyls therefore increased significantly. Again,
the M/G ratio does not seem to be a sufficiently accurate parameter for structural
characterization.

The chain length is also an important aspect of the structure. During
polysaccharides analysis, the distribution of molecular weight measured is highly
dependent on the sample preparation and measurement technique conditions [1]. A
unique and absolute weight average molecular weight (Mw) therefore has little
meaning. However, values obtained from identically prepared samples, analyzed by
the same technique in the same conditions, can be compared among themselves. The
results of fractions GM25, GM80 and CLBG determined by SEC-MALLS analyses
in water or buffer, are presented in Table 3. Degrees of polymerisation (DP),
polydispersity index (PI) and radii of gyration (Rg) were also presented.

Polydispersity index (PI) was determined by Mw/Mn ratio. In water, GM25
fraction had a higher Mw than GMS80 fraction. It was also more polydisperse.
However, CLBG had the highest Mw value (1018 kDa) and PI (1.56). Fairly similar
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values were already determined by SEC coupled to triple detection [44]. CLBG is
composed of a broad distribution of galactomannans, some with a very high Mw.
These are excluded of GM25 and GMS8O0 fractions and are found in the pellet (Fig.
2).

The same measurements were performed in phosphate buffer. The role of the
buffer is to avoid any galactomannans self-association [45] or polymer aggregation
[31]. GM25 fraction had a Mw value close to that obtained in water. The Mw value
of CLBG determined in the buffer was considerably lower. This may evidence inter-
chain hydrophobic interactions in water that artificially increased the value obtained.
[31] already demonstrated such behavior, even at low concentrations. In contrast,
the GM80 fraction exhibited higher Mw in the buffer than in water.

This phenomenon could be explained by the presence of intramolecular
cooperative bonds in water (and not inter-chain), generated by a rearrangement of
hydrophobic regions in the galactomannans. These bonds would disappear in buffer,
thereby increasing hydrodynamic volume and Mw. The buffered medium could also
promote dissolution and thus help to keep a part of galactomannans — probably the
longest — solubilized, than they would not be in water.

The results obtained in the buffer seem to be the most robust and representative of
reality, since under these conditions, Mw value of CLBG (770 kDa) was between
the low values of GM25 fraction (760 kDa) and higher values of GM80 fraction
(910 kDa). The CLBG is highly polydisperse (PI = 1.23) while the two others
fractions had a more narrow distribution. The degree of polymerization (DP) of
GMSO is also higher than GM25 fraction. DP can however be adjusted for the M/G
ratio. It is thus possible to estimate the average length of the mannose main chain of
GM25, GM80 and CLBG fractions. They were respectively equivalent to 3480,
4465 and 3825 mannosyls residues. The radii of gyration (Rg) were also determined.
It is the average distance between one end of the chain and the center of mass of the
structure. The GMS80 fraction had the highest value of Rg (107 nm). This is in
accordance with a study through computer prediction showing that richest
galactomannans in long and "smooth" regions have a more extended random coil
conformation in aqueous solution [46].
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Table 3. Structuraldataof GM25 andGM80 solutions (0.5 mg/mL) determined at #AD by SEGMALLS : weightaveragemolecular

weight(Mw), numberaveragamolecularweight (Mn), polydispersityindex(PI), radiusof gyration(Rg).

Water Phosphate buffer

GM25 GM80 CLBG GM25 GM80 CLBG
Muw (kDa) 736.7+15.1 699.6 + 49.5 1017.9 + 162.8 761.1+9.3 911.3 £54.2 772.2+9.8
Mn (kDa) 590.3+15.1 636.5 + 52.6 696.7 + 86.2 655.9+ 13.9 897.7 £ 67.2 631.7+ 129
DPw* 4548 + 93 4319 + 306 6283 + 1005 4698 + 57 5625 + 335 4767 £ 60
DPn* 3644 + 155 3929 + 325 4307 £ 532 4049 + 86 5541 + 415 3899 + 80
Pl 1.25+0.03 1.10+ 0.04 1.46 £ 0.07 1.16 £ 0.03 1.02 £ 0.02 1.23+0.04
<Rgw 91.8+1.5 942+ 34 99.2+ 25 91.7+1.7 106.9+ 4.2 89.3+2.8
<Rg>n 100.1+1.5 100.6 £ 1.5 107.6 £ 2.3 98.2+2.2 109.5+ 3.5 96.4+4.0

*equivalent hexosenits
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The fractionation procesthus generated twofractions of different chemical
structures, for which &chematized structure is proposed fg. 4: the GM25
fraction consistedof galactomannansomposed ofshorter chains richer in
galactosyl,which were distributedat 7® inside OblockO structures (grouped in
OhairyO regions)the GM80 fraction consistedof longer galactomannansgess
substituted in galactosylalthoughthese wereconcentratedo 83% as substituted
blocks (also grouped in OhairyO regions)

¢ 80 ¢ g6
]
GM25 [M-M<M<M-M-M-M-M<M<M-M-M-M-MAMAM-M-M-M-MAM n

GGGG G G GG
P Foa
GM80 M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M | n

M =Mannosyl unit
G = Galactosyl unit

Figure 4. Plausible schematic representation of GMREGMS0 fractions structures. M
and G areespectively mannosyl and galactosyl! units.

4.3 Physical Properties

4.3.1! Solubilization kinetics

LBG is an amorphoupolymer andits solubility is notdependent om fusion of
crystalline areasRather, itis the result of thermodynamic partitioning based on a
classical polymersolvent fractionation, a mechanism that applies only for
polysaccharide components with M/G ratio > 2[88, 47]. Several studies have
beenfocused on the impadf M/G ratio and MW on solubility [32, 44, 47, 48].
Thesestudies indicat¢hat ahigh galactosesubstitutionand lowmolecular weights
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improve the dissolutionGalactomannans with longer chain lengths and poorer in
galactoseaequirehighertemperatures diongertime to be completelydissolved in
water

The results presented Fig. 5A are in line with thisGM25 and GM80 fractions
dissolve veryquickly at 80 jC, as85-90% vyieldswere obtainedn 5 min. Then,
solubilization increased more slowly to 95100% after 180 min. At this
solubilization temperaturegsM25 fraction was stil slightly more soluble tharthe
GMB8O fraction, for all the dissolution timeslowever, extractioryields depended
on howGM25 and GM80fractionswere obtained&(r drying, grinding,etc.) and
therefore, on theiability to dispersen water[44]. At a working temperature a25
iC, GM25 fraction dissolvedmuch more slowlyHowever, it reached ayield of
90% after 3 h ofdissolution Under these conditions ti&M80 fraction remained
insoluble

A Dissolution time (min) 0.18 4 B
0 50 100 150 200
100 : 0.16
90 . 0.14
80 .- 0.12
70 - =
< . 5 0.10 +
X 60 | ”n
= . ]
= ’ @ 0.08
32 40 || ! —GM25- 80 5 006
8 ; T
30 || ! GMS80 - 80 0.04
2 11 - -GM25-25 002 J
A — -GM80-25
10 0.00
oL ... GM25 GM80 GM25 [ GM80
Galactomannans/Xanthane galactomannans/K-Carrageenan

Figure 5. A. Evolutionof GM25 and GM8Gsolubility during dissolution time. Dissolution
temperatures of 25 jC and 80 jC are shown respectively with dotted and continuous lines. B.
HardnesgN) of galactomannan/xanthdh:2) andgalactomannarnsarrageena(i:2) gels
generated at 80 jC (6 g/L). Comparison betw&d25 and GM80 fractions.

The results presenteid Fig. 5 are not surprisingbecause GM2&:nd GM80
fractionswere extractedespectivelyat 25 jCand 80 C.It seems logicathat they
areresolubilizedto these respective working temperatur@180 which is rich in
smoothareaswas nevertheless completehsoluble for each dissolution time at 25
iC. The greater presencef galactoseor shorter chainsnay therefordimit intra-
and intermolecular(H-bonds)interactionghat lead taggregation angrecipitation
of GM80in theseconditions.
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4.3.2! Viscosity and viscoelasticity

Apparent viscosityand mechanicalspectrumof dispersions can be studied in
semidilute conditions.Fig. 6A presents steady shear viscosity profiles of Gle2&
GMB80 fractions This graph showshe relationshipbetweenapparent viscosity
(Pa.s)andshear rate (§. The viscositygenerated bgalactomannandispersionss
due totwo distinct factors:i) the interpenetration of theacromolecular chains
leadingto the creation ofphysical” nonspecific recoveryii) the presence ahore
specific interactions betweemacromolecules resulting fronintermolecular
aggregationphenomena the hyperentanglementq1]. Apparent viscosity of a
dispersiongan semidilute conditionsis therdore related tahe molecular structure
thatinfluencespossibilities ofinteractiongd32, 49, 50].

10.00 A

Apparent (n) and complex (*) viscosity (Pa.s)

030 3.00 30.00 30000 030 3.00 30.00
Shear rate (s7) and frequency (Hz) Frequency (Hz)

Figure 6. A. Steady shear viscosity profile of GM25 and GM80 dispersions (1%). B.
Mechanical spectra of GM25 and GM80 dispersions (1%).

Both fractionsstudied showe@ shear thinningbehavior(or pseudoplastic This
meansthat the apparent viscosityecreased as thehear rateincreased.Under
imposedshear stressmacromoleculesare disentangledmore or lessquickly
depending on entanglements denstyd of interactions strengt to end up
oriented inthe direction of the flowThis macromoleculeseorganizationmesults ina
decrease ofiscosity. Although theshear thinningeffect ismuch strongefor the
GM8O0 fraction (remso = 0.333 and &w2s = 0.389), it possessea greater apparent
viscosity! on the range odhear rategested Kemso = 17.838 anKemzs = 7.227).1t
is thereforepossible to conclude th#te molecular structure ahe GM80 fraction
promotes such intermolecular aggregation) interactiongnd thereforehyper
entanglements
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The study of viscoelastic properties is one of the main techniques to highlight
entanglements. The viscoelastic behavior of a solution/dispersion is also influenced
by the structure of polymer3he mechanical spectra of GM25 and GM80 fraction
dispersions are shown in Fig. 6B. The graph is typical of galactomannans in semi
dilute conditions that are viscoelastic fluiganeratingan entangledhetwork The
loss modulus G" (Pa) is greater than stmrage modulus G' (Pa) at low oscillation
frequencies, whereas the reverse is observed at higher frequ&agiesd the shift
point, the oscillation frequency becomes thigh and galactomannamainscan
not bedissociatedThe GM80 fraction had a mibcstronger viscoelastic behavior
and greater dynamic (complex) viscoditythan GM25 fraction (Fig. 6A) whose GO
and GOO are lower. The intersection between G' and G" curves was shifted at lower
frequencies for GM80 fraction. This means that it quicldg lan elastic dominance
behavior generated by entanglements and hgpenglements which dissociate less
easily.

The relationship between apparent viscosity dnd complex viscosity! ) can
also be studied as shown on Fig 6A. Superimposability otvtloeviscositiesb
known as the CoMerz rule[51] Dis satisfied forthe random coilpolysaccharides
in which the rheologicalbehavior is controlledby simplephysical etanglements
(recovery [15]. A greater! * than! is characteristiof a weakgel [52], while the
deviation observed in Fig. 6A is probably due to different types of molecular
rearrangement occurring in the two flow patterns over the applied shear rate or
frequency rangg53]. These rearrangements can be attributed to more specific
molecules associations for larger timescale or hyperentanglerttersnonspecific
physical entanglemenfS0]. Thesephenomena are mopronouncedor the GM80
fractionfor whichthe! * curvehas a greatateviationthanGM25. Both dispersions
of galactomannangractions therefore donOt behavas idealviscoelastic fluids
However, the GM80 fraction structure generated a denser and tougher network,
characterized by stronger intermolecular interactions and many more
hyperentanglements.
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4.3.3! Formation of associative gels

When xanthan, galactomannans or carrageenan alone are dissolved at the same
concentration as in the mixed gels or at the total concentration of the gels, they do
not generate gels. Each fraction al@wegardless of the solubilizationmi@erature
b exhibits strength gels near 0.02 @nly mixed gels are able to generate positive
synergies, even when mixed gels are dissolved at 25 jC. In those conditions GM25
and GM8O0 fractions have gel strengths respectively of 0.06 N and 0.03 N. It is
therefore possible to generate a gel, even at lower temperatures and under
conformational transition temperature of xanthan. The GMS80 fraction which is
probably not dissolved at 25 {C, presented lower valk@g. 5B shows the
measured force (N) or hardnessmixed gels between GM80 or GM25 fractions
and xanthan or carrageenan. Stronger gels were obtained by combining
galactomannans in xanthan. The GM80 fraction generated stronger gels (0.152 N)
when associated with xanthane at 80 jC. The concentratiorutibss, dispersions
or gels was invariable. Thus, only the structural characteristics can explain the
differences observed in gel formation behavior. Some authors demonstrated a
positive correlation between the storage modulus G' of a mixed
galactomannawAnthan gel and the amount of "smooth regions" established in the
galactomannan, but they have not been able to determine whether these smooth
regions are involved in the junction areas with xan{banGM25 and GM80 mixed
gels with xanthan seemed to M the same trend because GM80 fractibthe
most organized in OblockB@enerated the strongest gels.

These findings accredit model proposeddy, 54] wherein interactions between
xanthan and galactomannans may be due to two distinct mechanismérsihe
occurs at room temperature, giving weak and brittle gels, and is relatively
independent of the galactose content of galactomannans. The second mechanism
requires higher temperatures to form strong gels highly dependent on galactose
composition. Bothmechanisms can coexist.

The same findings also arise from the observation of mixed GM25 or
GM80/carrageenan gels, although they are weaker. Structure of GM80 fraction
appears again to generate stronger interactions with other polysaccharides.
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5.'Conclusions and perspectives

The choice of theurification/fractionationtemperaturéhas a great influencen
theaveragechemicalstructureof theclarified gum obtainedBoth GM25 andGM80
fractions have close structural featurésit are nevertheless ifferent enough to
generate distincbehaviorsin solution or dispersionTypically, galactomannans
obtainedby extraction at 80 j@resentec greateriscosity, a more elastic behavior
and formed stronger gels in aquedispersion It seemshus that a slight increase
in chainlengths, M/G ratiosand degree oblockiness,favored the appearance of
intraa and interchain interactions These interactions areesponsible for
precipitation at low temperatures andesponsible forthe creation ofhyper
entanglementsand astronger network when solubilizing temperaturesincrease
progressively The pattern of substituentsdistribution seems to be thenost
important parametethat determineshe behavior of a galactomannam aqueous
solution Its knowledge (in addition tothe molecularweight and the degree of
galactose substitutigrwill predict the propertie®f the gum(or a fraction theregf
and specific applications thatcould be targeted. A gum fractionated latv
temperaturanay thus enter theeomposition ofmixtures in whichthe heating is
excludedand rapidly bring it viscositgue to itsOcold@olubilization Converselya
fraction like GM80 would be preferredor the formulationof highly viscous
solutionsor stronggels wherethetemperéure increase ipermitted.

Based on measurements carried out by solubility determination, rheometer and
texture analyzeran objective determination of which mechanisms and which parts
of the structure are involved in interactions is not possible. Haweweny models
suggest that OsmoothO regions are responsible othaima interchain and
intermolecular interactions, although it was not clearly demonstfa;&8-37]. To
go one step further and to be able to settle this debate, it would be interesting to test
our different samples in sokstate NMR. Recent studies have indeed assumed that
differences in mobility observed on NMR spectra between hexose polymers would
be explained by the presence of molecular interactions located on these hexoses
[55]. It would therefore be possible to establish a correlation between the percentage
of smooth areas and the percentage and nature of the least mobile hexoses, and see if
theproposed models are verified.
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On the other hand, it could be interesting to split the CLBG fraction into other
fractions to have a finer observation panel of strueumetion relationship of
galactomannans obtained by purification. Some studies hased#monstrated an
increase in the M/G ratios and chain lengths as the purification temperature
increases graduallj23, 31, 44, 53, 56]. It would be interesting to complete these
results by the determination of other structural characterization pararsetéras
degree of blockiness and diad (or triad) frequendcsnbinations ofGM25 and
GMB80 in varying proportiongnay also be studiedin orderto obtain mixturesof
original propertiedor certain applications.
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Note introductive

Le chapitre prZcZde(s) permit dOZtablir une caractZrisation structurale complete
de deux fractions de galactomannanes issues de la gomme de ¢@Miie et
GMS80). Leurs structures ont ensuite ZtZ misegekation avec certaingsropriZtZs
physiques, dont quelques mesures rhZologiques, afin dOZtablir 10impact de la
structure sur les propriZtZs en solutions aqueuses. LOapproche rhZologique Ztait
toutefois sommaire et lacunaire, et ne permettait pas unesanaihaustive des
propriZtZs rhZologiquesn lien avec la structure.

Ce chapitre vise " Ztablir de fason beaucoup plus complste les liens entre les
diffZrences de structures des fractions GM80 et GM25 et leurs propriZtZs de
viscositZ sur une large gamme doncentrations : le rZgime diluZ, le rZgime
concentrZ et |OZtat degs propriZtZs de viscositZ ont ZtZ spZcifiquement ciblZes, au
dZtriment dOautres propriZtZs technofonctionnelles| s@agit de principales
propriZtZs dOusage des galactomannaneweau industriel. les autorisenpar
ailleurs une mise en relation avec les caractZristiques structurelles et peuvent stre
discutZesen regard des nombreux modsles prZdictifs dont la littZrature regorge.
Elles apparaissent des lors beaucoup plusastémtes afin dOaborder la thZmatique
traitZe (qui ne visait pas directement le dZveloppement dOapplicati@msproche
abordZe pour traiter cette thZmatique, ainsi que les principaux rZsultats qui en
dZcoulent sont reprZsentZissahZma edessousLOofectif poursuivi est dOZvaluer
IOimpact de petites diffZrences de structure sur le comportement de ces
macromolZcules et ainsi amZliorer les connaissances sur les phZnomenes
macromolZculaires qui rZgissent la viscositZ des polymeres de type OcoilO

CHAPITRE S : CHAPITRE 5 :

- Fractionnement g - Fractionnement

- Structure GM25 GMS80 - Structure

ANALYSES [ nnisE EN SOLUTION / DIsPERSION | RESULTATS
- Viscosité intrinséque EG';AZS (intfer?cti;)ns soluté/solvant) > GM80
auto-association

- Mw - Modeles prédictifs KO p/r mesures
- Coil overlap P. (C[n]) - CMlsmzs > CMgmsor les chaines GM80 se

recouvrent plus rapidement

- Fractions rhéofluidifiantes avec Nguso > Nemzs

"I |- Hyperenchevétrements pour GM8O0 (alkali-labile)

- Viscoélastivité & n* GM80 > GM25

- Cox-Merz non satisfait pour GM80 a 2% (présence|
CONGELATION/DECONGELATION (3x) | d’hyperenchevétrements)

- Viscosité

- Viscoélasticité

- Texturometrie >

- Gels GM80 plus forts que GM25

- Réle crucial des zones de jonction, plus
- Interprétation *| présentes pour GM80, dans I'apparition des
hyperenchevétrements

ANALYSE ETAT GEL REGIME CONCENTRE REGIME DILUE
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Structure impact of two galactomannémctions on their viscosity properties in dilute solution,
unperturbed state and gel state

1.1 Abstract

The present study aims to establish links between the structural differences of two
fractionated carob galactomannans samples (99.9% pure), previously fully
characterized, and their viscosity properties over a wide range of polymer
concentrations, underi) dilute solutions; (ii) unperturbed state; (iii) gel statbe
objective is to assess the impadtsmall structuraldifferences ornthe physical
behaviorof thesemacromoleculeand thus to improvéhe globalknowledgeabout
the macromolecular phenometiat determine coil polymer viscosity, as well as
the structurefunction relationshipf galactomannanand their potential industrial
applications.

2 !Introduction

Locust bean gum (LBG) is a food additive (E410) used mainly in the industry for
its rheologcal, texturing and gelling propertiefl]. LBG is made from the
endosperm of the seeds of the carob t@erdtonia sliliqua L). The endosperm is
composed of reserve polysaccharides (hemicelluloses) called galactomannans.
Galactomannans consist of! 1% 4)-D-mannopyranosyl backbone substituted to
varying degrees at-(1%6) with singleD-galactopyranosyl residues [2]. The basic
structure is the same for all galactomannans. Three elements, however, allow
distinction between these polysaccharides: @ diegree of galactose substitution
(DSca), (ii) the molecular weights, and (iii) the distribution pattern of galactosyl
substituents along the main chain of mannans [3]. The fine structure of
galactomannans of locust bean is most likely composed of "kthpohes (lowly
substituted) and "hairy" zones, i.e. much denser ingatgctosyls, without being
systematically adjacent [4]n the industrial production processf LBG [5], the
purification step has a major influenoa the composition and propertiesgums.

During clarification, the dissolution temperature is a crucial parameter which
influences the average chemical structure of the resulting gum, also correlated to the
viscosity observed in aqueous solution or dispersionlIfidilute solutions the
intrinsic viscosity is influenced by thine chemicalstructure of galactomannans

[4], itself defining the conformation of the polymer collhe degree of space
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occupancy of a coil present in a polymer solution at a given concentr@)ionafy

be charaterized by the dimensionless Ocoil overlap param@gfd6]. Double
logarithmic plots of specific viscosityt) versusC[# for a range of random coil
polysaccharides were found to closely superimpose over one another, and fall into
two linear regionswith an abrupt change in slope, wiegitical concentratiorC* is
reachedC* depends on the hydrodynamic volume aodresponds to the transition
from dilute to semidilute solutions, when concentration increases. It appears that
the volume occupied bthe isolated polymer coils decreases with concentrafion
concentrations greater tha®*, the polymer coils compressChis compression
continues until the polymer chains have reached their limiting si2& aproviding

a regime called unperturbed state [7]. @t> C** the limited size coils have to
interpenetrate more and more [8]. The existence of this second transitiit, at
which marks the onset of the concentrated regime, was predicted from scaling
arguments by de Gennes [9]. The magnitude of these two transitions will therefore
depend upon solvent quality as well as hydrodynamic volume, with more chains
increasing the breadth of the sedilute region [10]. The distinctiobetweenC*
andC** is howeve not always visiblegraphically [11] and théransitionbetween
thedilute and the concentrataegimesis thengenerally designategy C*. Thus in
concentratedregime an increasingconcentration in polymergpromotes the
overlapping of the macromoleculenainsand the appearance @ftanglement [12].

In theseconcentratedstates otheapproaches are neededstndy the behavior of
polymers such as the dynamic viscosity or the viscoelasti&ityscous solution of

LBG can finally generate a gel state whée polymer concentration in the
concentrated regime increases or when a contracted hydrogel is formed after the
solution was subjected to several freézaw cycles [13, 14, 15].

The present study aims to establish links between the structural differences of two
fractionated carob galactomannans samples (99.9% pure), previously fully
characterized, and their viscosity properties over a wide range of polymer
concentrations, underi) (dilute solutions; (ii) unperturbed state; (iii) gel stafbe
objective is to assess the impaxft small structural differences onthe physical
behaviorof thesemacromoleculesnd thus to improvéhe global knowledgeabout
the macromolecular phenomethat determine coil polymer viscosity, as welklas
structurefunction relationshipof galactomannansnd their potential industrial
applications
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3.Materials and Methods

3.1! Materials

Crude locust bean gum (CLBG) was obtained from PFW Ltd. (Greenford, UK) as
the product sold under the trade mark name HERCOGUMNAN bthers chemicals
were purchased from commercial suppliers and used as recgivaudrified hot
extract (GM80) and a puréd cold extract (GM25) were obtained respectively from
80 iC and 25 jC subtractive fractionation treatment of the CLBG sample.
Fractionation, analyses of composition and structures determinbéioa been
carried out for and as describe in our previsugly [4], resulting in two fully
characterizedractions that were used as starting material in the present study.

3.21 Viscosity and physical properties in solution/dispersion

Three main physical properties of galactomannans in solution/dispersion, which
areof interest for industrial potential plications, were investigated.

3.2.1! Intrinsic viscosity and coil overlap parameter.

The specific viscosity#sp) of a polymer isadimensionless characteristi&, = (#
D #)/#s (Eq. 1) where# is the viscosity ofthe solventin the absence giolymer
and# is the viscosity of thesolution containing given concentrationf dissolved
polymer The intrinsic viscosity#] (mL/g) is definedas follows [#] = limcyo(#sy/C)
(EQ. 2). To determine#], dilute solutions (0.0 0.50 g/100 mL) of LBG were
prepared by mixingthe appropriateamount of GM25 and GMS80 fractions in
distilled water at 90 {C, under mechanical stirring for 3 h and cooled to room
temperature before measurements at 25 jC. Specsiosities(#sp) were measured
with a DesreusBischoff capillary viscosimeter The Huggins equation was
applicable and was used to calculate the intrinsic viscogiles #/C = [#] +
&[#]'C (Eq. 3.), whereC is the concentration ar&) the Huggins conant. Another
relation, the Kraemer equation, based on the relative visc@ity in dilute
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solutions where the specific viscosity is much less than 1, may be constructed
In(#)/C = [#] + &[#]'C (Eq. 4), wheres is the Kraemer constant. A plot of the
inherent viscosity, extrapolated to zero concentration, yields the intrinsic viscosity
[#]. Values of intrinsic viscosity were used to construct a deldgarithmic plot of
specific viscosity versus E] to determine the transition at the critical concatin

(C*) between the dilute and the concentrated regimesich is characteristic of
many polymer solution® and the scaling laws obtained Iblye slopes of the
regression linesf semidilute and dilute solutian

3.2.2! Viscosity and viscoelasticity

Rheological properties of carob gum were characterized g 2% carob gum
dispersions prepared as follows: 0.5%, 1% and 2% on a dry weight basis in distilled
water, 1 M NaOH or 1 M NaCl at 90 {C, under mechanical stirring fbora®d
cooled to room tengrature before measurements. Rheological measurements were
performed using a rheometer MCR 302 (Anton PGaaiz Austria) equipped with a
temperature control system and with a cone and plate geometry (0.996; cone angle,
49.975mm plate diameter, 102n gg). Each sample (approximatelyn8) was
placed in the sensor system for measurement a€C.2%he dynamic viscosity
(Pa.s)of semidilute solutionss defined as followed = (/) (Eq. 5) with( the shear
stress(Pa)and) the shear ratés™'). Dynamic Vscosity curvesvere obtained with
the following program: from 0.1 to 10@0" with 5 points measureger decade
(Log). Zero-shear viscosity#p) and shear rate at which viscosity is reducett®
()12) are obtained from the equation of Morris [18Bf #o/ [1+ ($$2)]°7] (Eq. 6).
Oscillatory tests were performed at {5 using the same equipment. Variations in
G+(storage moduluBelastic componentiz+€loss moduludviscous component)
and# (complex viscosity) were recorded as a functiofr@fuency, thus obtaining
the characteristic mechanical spectra. Frequency sweeps from 0.1Hto @&re
performed at constant strain within the linear viscoelastic rahged(5%).All the
measurements were performed at least in duplicate. Brookfiétbng oils
respectively 9.2, 95.5 and 4950 cp were used as newtonian behavior references.
Hyperentanglement highlighting was characterized by preparing solutions of
galactomannans in alkali (1 M NaOH) and comparing their viscosity before and
after neutralization with HCI. Experimentally, the volume changes during
neutralization were measured, atige polysaccharide concentration in the alkali
solution was adjusted to the same value by addition of the appropriate volume of
1M NaOH. Comparison was also made with the same concentration of
galactomannan dissolved directly in 1 M NacCl.
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3.2.3! Analysisof hydrogelswith the texture analyzer

Dilute solutions (0.05D 2 g/100 mL) of LBG were prepared by mixirtge
appropriateamount of GM25 and GM80 fractions in distilled water at 90 jC, under
mechanical stirring for 3 h and cooled to room temperature bitficre freezéhaw
cycles €20 iC, 24 hour$. If present, the excess water released during the operation
was removed before measurements at 25 jC. A sample with a height of 210mm was
placed in a cylindrical vessel in stainless st@ mm inner diameter)Gelled
sampled were prepared by wiretting standargizedcylinder shape (fitted to the
vessel) while viscous samples and water were simply poured into the vessel to the
desired heightSamples were analyzed with a -KA2 texture analyzer (Stable
Micro-Systems, Haslemere, UK). Instrumental texture profile analysis (TPA)
methodology consists of compressing the gel sample twice in a reciprocal motion.
TPA was performed by means of a 15 mm diameter flat circular probe, penetrating
twice for 5 s into the geht a speed of 60 mm/min (penetration depth = 5 mm).
(Hardness is defined as the peak force during the first compression cycle;
cohesiveness is defined as the ratio of positive force area during the second
compression portion to that during the first conspren; and springiness is defined
as the height that the sample recovered during the time elapsed between the end of
the first bite and the start of the second ®ft7]. All were averaged usgy 3
replicate determinations.

4 Results & discussions

4.1) Structural characterization

The fractionation proceggenerated tw@ure galactomannarisactions (> 99.9%)
with different chemical structures, for which a schematized representation is
proposed inFig. 1. The GM25 fraction consistedf galactomannansomposed of
shorter chainsricher in galactosylywhich were distributect 70% inside OblockO
structures (grouped in OhairyO regiofise GM8O0 fraction consistecbf longer
galactomannankesssubstituted in galactosylalthoughthese wereoncentratedo
83% as substituted blocks (also grouped in OhairyO regiori@)e structural
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characterizations of GM25 and GM80 fractions have been already discussed in
detail in our pevious study [4].

R
GM25 [M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M n

GG G GGG
Pri P
GM80 M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M | n

M =Mannosyl unit
G = Galactosyl unit

Figure 1. Schematic representation of GM2bdGM80 fractionsstructures. M and G are
respectively mannosyl and galactosyl units. According to [4], with permission from Elsevier.

4.21 Behavior in dilute solution

Freed from theoroteins presernih the startingcrude LBG [4] the galactomannans
viscosity of GM25 and GM80 fractionswere studied. A linear plot was obtained
according to the Huggins equation (Eq. 3, Fig. 2) for solutions with relative
viscosities(#) up to about 2. Extrapolation of reduced viscosi#y/C) to zero
concentration gave intrinsic viscositieshafth LBG fractions: #|emzs = 9.96 dL ¢
and y-'r'L]GMgo: 4.04 dL g1

The Kraemerplot was also carried outn a rangeof pointsfor which thespecific
viscosity ¢sp) was much less thah The intrinsic viscosity values obtained bthe
Kraemerequation(Eq. 4) werd#]emzs = 10.3 dL ¢ and Flewso = 5.20 dL ¢". Both
values werelose to those obtaindsy Hugginsequation (Eq. 3)The adjustment of
the linear regression of Kraemer plot however was not as good, due to the
characteristics of these kind$ polymers. Indeed, such differences in graphical
plotting for Kraemer and HugginsO extrapolations could be explained by the
tendency for these compounds to aggregate with increasing concentration [18].

HugginsO values were lower than these of crude fdB®@d in the literature,
generally between 11 and 16 di* {19, 20, 21, 22] but these crude samples also
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contained proteins. Other authors presented simekrltsto ours,on cold and hot
temperature extracts of carob gum (using ethanol extraction of locust bean flour
with (i) an aqueous extraction of 30 min at 25 jC (CWS) followed by a
centrifugation and (ii) a rextraction at 90 {C for 30 minutes of the centrifugation
pellet previouslyobtained at (HWS), also punctuated with a centrifugation step)
[18]. Theyobtained#]cws and F]nws valuesrespectivelyof 8.9 dL gtand 6 dL ¢,

also with the value for the hot extract lower th&df the cold extract. Thefemzs
valueis closeto what wasobservedoy Doyle et al., [6]for othergalactomannans
possessing ®Sya closer to that olGM25 fraction such asfenugreekgum (=

12.8 dL ¢, in water). Giannouli et al., [20] already showtkdta decrease in the

M/G ratio leads to anncreaseof the [#] for the guar gum but this effect could be
caused by some loss of galactose sidechains during partial hydrolysis of native guar
gum to produce grades of lower viscosity.

In our case, low#emso Values may be attributed to decreasetlitessolvent
interactions. This can be confirmed by the determination of HugginsO cafistaint.
a measure of polymer/polymer interaction in dilute conditions and depends upon the
extent of coil expansion of the polymer coil [7]. It reflects how the gisgmf the
system increases with the increase of polymer concentration, due to interaction of
neighboring chains [23 increases as th&olvent quality decreases resulting in
polymer coil contraction. Larger values possibly indicate a poorer solwebra
polymer aggregatidd [7]. &iemzs; and &iemso; were equal to 1.53 and 16.67
respectively. These values are higher th#rers reporteq1.3 and 1.0) forcrude
LBG [18, 21] or other galactomannans (0.66) relatively structurally close [24] but
show tle same trend than a fractionated LBG, for which cold and hot extgactsO
are 0.8 and 5.1 spectively [18].These differences ithe values forlLBG thus
appear to be stronghelated to thdractionationand/or purification proces®uring
those processgdractions more specific witla narrowstructural distribution are
selected [1],generatingtherefore different solvent/polymeror polymer/polymer
interactions The high values obtained for the HugginsO coefficient highlights a
tendency for association bBG galactomannans (i.e. a poorer solubility) mainly for
the GM80 extract. The lower interaction coefficient of GM25 is an indication of less
intermolecular interactions in GM25 solutions. Solute/solvent interactions are
greater than for GM80 but soluselute interactions are weaker. Consequently
GM25is moresoluble in watewhile GM80 seems to tentb selfassociatiorlikely
due to longer chain lengthsis previously determined. It also appetrat the
galactosyl distribution in GM8(nducesthe preserce of more hydrophobic areas
[4]. These structures thus favor solutions with a poor degree of dispersion
containing a higher proportion of very compact aggregates which make a small

151



ftude de la relation entre la structure des galactomannanes deecatdeilirs propriZtZs fonctionnelles

contribution to the intrinsic viscosityThe intrinsic viscosity refers tdhe
hydrodynamic volumes of the solute molecules and depends on their molecular
weight [25].

The MarkHouwink equation#] = KM" (Eq. 7) was used to determine molecular
weights of GM25 and GM80. K antl parameters were determinég several
authors.Robinson et al. (1982)hus reported K= 0.00038and " = 0.723for
galactomannansvhile Picout et al., [26] obtainedalues of K= 0.000296and" =
0.77for LBG. This rather simplistic modé&involving onlythe M, Bwas improved
by other authors by inctling otherstructural characteristisuchas DSga [27, 28,

29]. It has also been adapted to include the specific volume [30] or the
hydrodynamic volume occupied per mass unit. In this latter model, the intrinsic
viscosity | ] of disordered polymers variegith coil dimensions according to the
Flory-Fox equation:#] = - fFRs*/M (Eq. 8), where Ris the radius of gyration and

-  is a constant equal to 2.86 x*A@nol™* for random coils of linear chains [31].
These modelsvere used t@redictthe expected M valuesof GM25 and GM80
fractions based on theiintrinsic viscosity. The resultswere compared wittMy,
values measured BYPSEGMALLS in our previousstudy [4].

Table 1reports the values of Mcarried out by HPSEMALLS on the two
fractions and thevl,, valuescalculated usinglifferent models (from#] and Xja
values). Rather important differences arise between the measurements and
predictions. Such differenceshave also been reported on the crude LBG by
Richardson et al., [7vho noted thathe constants of Robinson et al., [12] lead to
an overestimated value forMf crude LBG single chains. It seems thegdictive
Mark-Houwink models for galactomannans are in fact higidypendent on the
technique ofdeterminatiorof My, usedto obtain theparameters Kand" as well as
the galactomannartype, the conditionsof purification and/orfractionation, the
sample preparatignetc This partly explains the major differences between
predictions and measurementfiesemodels seemwell adaptedor crudegumsbut
work less wellonthefractions extracteffom a nativegum.The trend is the reverse
of predicted values (GM80> GM23}loreover,unlike the fractionGM25, forecasts
of GM80 fractions arealwaysunderestimated.
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Figure 2 Huggins and Kraemer plots for GM25 and GM80 fractions in water.
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Table 1. Valuesof GM25 and GM80 (i) based on measurememd(ii) calculated usingifferent modelgproposed by other

authors.
Parameter GM25 GM80 Type of result Reference
['1dlg-1 10.1 4.7 Huggins equation Present work
g Xgal 0.26 0.21 GC-FID [4]
[<H)
g DPw* 4698 5625 HP-SEGMALLS [4]
>
(2]
s PI 1.16 1.02 HP-SEGMALLS [4]
=
<RgPw (Nm) 91.7 106.9 HP-SEGMALLS [4]
Mw (kDa) 761.1 911.3 HP-SEGMALLS [4]
3 Mw (kDa) 1317.32 457.28 Mark Houwink model [12]
g Mw (kDa) 769.64 284.99 Adapted Mark Houwinkmodel [26]
g Mw (kDa) 1561.76 667.59 Adapted Mark Houwink model [27]
Mw (kDa) 218.35 743.36 Floxy-Fox model [31]
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The modelsseem nosuitable forpoorly solublepolymers.This means that in the
case of fractionated extractions &SandM,, are probably not the only parameters
to be taken into account.

The distributionof side galactosylds alsosuspected to play an important role
the propertiesand conformationof galactomannan$4]. This structural feature
influences Rglt is thereforeconsidered irthe model ofFlory-Fox (Eq. 8)- not in
the others- and the samerendis observedn M, measuredand determined by
models, althougkhe value folGM25was very differentThus,the determination of
galactomannanOs,Mith the Mark-Houwink equation (Eq. 7) frorfl | seemsgisky
[21, 22, 32].In any casgeit is preferable to feor a direct measurement dfw,
especially ifthe results are subjectedftotherdiscussions.

In a range of different disordered polysaccharides, it has been showst that
4/[!], when specific viscositieks, ! 10.! sp varies as & for dilute solution and &3
for semidilute concentrations [12, 33These commonly accepted values, however,
may bedifferent from other authors@ports. Thus guar gum and LBG show a
transition at lower space occupancdy[!(] ! 1.3) and the subsequent slope was
substantially steeper for serdilute solutions [27].This phenomenon could be
explainedby the presencef more specifianteractions between the molecuyles
addition to norspecific physicalecoveries also found for ndiranched polymers.
These interactins are callethyperentanglemerjil1] and are directlyelated to the
fine chemical structure ojalactomannansuggesting that hyperentanglements are
attributed to unsubstituted mannan sequences in the galactomannan4ihains

From our data in Fig. 3t is not possible to determir@ and C**. Considering
the slope change as correspondingCto the coil overlap parameterC[!] was
determinedor bothfractions withC[! Jeamso andC[! Jemesrespectively equal to 0.931
and 1.365 for polymer concentrations respectively of 0.14% and 0.20%.
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Figure 3. Determination of the coil overlap parameter for both GM fractiotendard
deviationsaretoo small to bebservablenthegraph.

This means that the occupancy volume of the GM25 polymers is more important.
This also indicates that the GM80 chains overlap faster than GM25, although their
intrinsic viscosity was lower at first (see above). The figure also indicate$sghat
varied depnding on ) ¢ and ¢ in dilute regime, for GM80 and GM25
respectively. In semi dilute regime, the tendency is the sam&gando! ¢*’ while
"somzs | 2% The greater slope for GM80 fraction can be attributed to the
occurrence of more polymolymer interactions than for GM25, again probably
due to its chemical structure. Although tbeil-overlap parameter iaway from
usually accepted valudsr galactomannans [33, 18]it is in fact thecase in many
studies on the subje€@slopevaluesin dilute andsemidilute regimeare close to
thosefound byotherauthors forLBG (Table 2). Ouresults may thus be compared
to those reported initerature for different galactomannansor fractions of
galactomannan@able2). WhenCJ[! ], [!] or slopes in bth regimes are plotted as a
function of the M/G ratio or M, no correlation appears between the data. In some of
the previous studiescommonly acceptedvalues are used butot measured
experimentally. Even when these last values are removed from datasrel@tion
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appears However, sme authors havebserved that a trenappearsvhen one of
thesethree previous parametassplotted as a function &fl/G ratio or My, [27, 34].
It appears only fogalactomannans from a specific origin doda limited number
of measurements. This sugges#gain that purification conditions sample
preparatiorandthe method of measuringw andthe M/G ratio are veryimportant
It seems also thaM, and DSya are not sufficientto explain the behavior of
galactomannanis dilute regime.The distributionof sidegalactosylseemdo be an
essential parameter here, as suggested by Rinaudo [35].

Thus, in dilute solutions, a higher][valueis generated byhe GM25 fraction
with more soluble galactomannanat working temperatureThis kind of polymer
has a largevolumeoccupancy angvill directlyincrease the viscosiiyf a solution
Conversely the GM80 fractionhas a lowef! ] because these galactomannans are
poorly solubleat room temperature arithvea tendency foselfassociationWhen
the concentratiorincreases the less solublegalactomannans o6M80 fraction
overlapfasterand rapidly formhyperentanglement&bove C* a stronger network
is generated resulting & higherapparent viscosityn semidilute regime A more
complete characterization of sedilute solutions could be obtained through
rheological studies.
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Table 2. Values of My, M/G, [], C[»] anda for galactomannans found in literature.

Polymer Reference Mw (MDa) Ratio M/G ['](huggins) C[!]atC* "atC<C* "atC>C*
disordered polysaccharide [33] / / / 4.0 1.4 3.3
Guar gum [12] / / / 4 1.3 5.1
Guar gum 1 [27] 0.38 2* 2.3 1.3 1.2 3.5
Guar gum 2 [27] 0.52 2* 2.9 1.3 1.2 3.5
Guar gum 3 [27] 0.69 2* 3.6 1.3 1.2 3.5
Guar gum 4 [27] 0.68 2* 3.8 1.3 1.2 3.5
Guar gum 5 [27] 1.2 2* 6.8 1.3 1.2 3.5
Guar gum 6 [27] 1.7 2* 10 1.3 1.2 3.5
Guar gum 7 [27] 2.02 2* 11.7 1.3 1.2 4
Locust bean gum 1 [27] 1.1 4* 7.7 1.3 1.3 3.8
Locust bean gum 2 [27] 1.33 4* 9.3 1.3 1.3 3.8
Locust bean gum 3 [27] 1.45 4* 10.1 1.3 1.3 3.8
Locust bean gum 4 [27] 1.6 4* 11.2 1.3 1.3 3.8
Locust bean gum 5 [27] 1.38 4* 10.0 1.3 1.3 3.8
Mimosa scabrella [46] / 1.1 / 2.6 1 4.2
Mesquite seed gum [25] / 4* 2.4 2.7 2.2 5.3
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Polymer Reference Mw (MDa) Ratio M/G ['](huggins) C[!]atC* "atC<C* " atC>C*
Fenugreek [6] / 1* 16.0 2.8 1.4 4.2
Locust bean gum [7] 0.37 3.9 13.8 1.4 1.2 2.3
Guar gum [7] 0.81 1.7 9.3 0.9 1.3 2.4
Guar gum [29] / 1.6 14.2 1.7 1.2 4.7
S egyptica [29] 2.8 1.3 11.6 6.5 14 5.5
S grandiflora [29] 2.3 1.6 8.6 3 15 5.1
Guar 1 [34] 2.2 / 17.2* 1.8 / 4.6
Guar2 [34] 15 / 10.6* 1.9 / 4.5
Guar 3 [34] 0.3 / 4.4* 2.3 / 4
Locust bean gum [32] 2.0* 3.3 13.5 3.3 1.2 4.8
Caesalpinia pulcherina [32] 2.1* 2.8 13.5 3.3 1.2 4.8
Cassia javanica [32] 1.9* 3.2 12.9 3.3 1.2 4.8
GM25 (LBG) This work 0.76 2.85 10.1 1.3 1.3 2.9
GM80 (LBG) This work 0.91 3.84 4.7 0.8 1.7 3.7

* Not measured. Commonly accepterlues used ithe work or values obtained from Eq. 7.
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4.3! Behavior in unperturbed state

As demonstratedbove (Fig. 3), th€* is reachedor GM25 and GM8(ractions
at content®f 0.14% and 0.20%, respectiveljhis meanshat entanglements appear
beyondthese concentrationSuch solutions cabe studied with aheometer. Fig 4
presents steady shear viscosity profiles of GM25 (blue) and GM80 (red) fractions at
0.5%, 1% and 2%. These graphs demonstrate the relationship between apparent
viscosity ! (Pa.s) and shear ratés(s?). Both fractions studied showed a ahe
thinning behavior for each concentration. This means that the apparent viscosity
decreased as the shear rate increased. Under imposed shear stress, macromolecules
are disentangled more or less quickigiepending on entanglements density and the
strengh of interactionsb to end up oriented in the direction of the flow. This
reorganization of macromolecules results in a decrease of viscosity, which is more
pronounced when the concentration of the solutions increases.

The apparent viscositly on the rage of shear rates testéd (vas greater for the
fraction GM80 than GM25 at each concentration studigdnd"1, values, obtained
from Eq. 6 are provide in Table. For both fractions!o increased with the
concentration. The increase lofwas also mar pronounced for the GM80 fraction
which reached a very high value at 2Pudmseo) = 832 Pa.s ! oemzs) = 45.13 Pa.s).
However! ocmso) at 2% had to be obtained graphically from Fig 4. Indeed, Morris
equation did not fit with the flow curve of GM80 2% and generated an
underestimated value of (172 Pa.s)!"1» gives a good appreciation of the shear
thinning effect. Thus, for botffractions the shearthinning effect increased with
concentration’1,em2s) Showed a decrease from 93.@ta for solutionsof GM25 at
0.5% and 2%, respectivelifhis effectwas however more markddr the GM80
fraction whosé'y, decreased from 68.6 (0.5%)QdB (2%).Thus, heshear thinning
effect seemed alwaystronger forthe GM80 fraction than the GM25for a given
concentration
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Figure 4. Steady shear viscosity profile of GM25 (left) and GM8O0 (right) fractions at 0.5%, 1% and 2%.
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Analysis of Table 3 indicates that the increasing concentration resulted in an
increase in the overall viscosity as well as an increase in shear-thinning behavior, as
generally observed for polymers. To reveal any departures from the general form of
shear thinning reported for random coil polysaccharides, applied shear rates have
been expressed as a fraction of y12 (y/y12) and plotted with viscosities expressed as a
fraction of #o (n/no) [16].
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Figure 5. Generalized shear-thinning curve for random coil polysaccharides (black spots)
and comparisons to GM25 and GM80 fractions.

Fig. 5 indicates that, except for GM80 2% curve that was drawn using the 7o
obtained graphically from Fig 4, individual flow curves for both fractions converge
to a single master curve — irrespective of primary structure, molecular weight and
concentration — that correspond to the general form of shear thinning reported for
random coil polysaccharides [33]. GMS8O0 fraction at 2% was a different case since it
is a gel and not a solution anymore as shown in Fig 7 (Eq. 6 are applicable only for
solutions). Other phenomena govern the interactions between polymers in gel state.

162



Structure impact of two galactomannan fractions on their viscosity properties in dilute solution,
unperturbed state and gel state

Table 3. Zero-shear viscosity (70) and shear rate at which viscosity is reduced to 70/2 (y1r2)
for GM25 and GM&80 fraction at different concentrations in pure water at 25 °C.

Sample in water Lo (Pa.s) "12(sh)
GM25 0.5% 0.02 93.0
GM25 1% 3.14 12.9
GM25 2% 45.13 2.2
GM80 0.5% 0.28 68.6
GM80 1% 9.87 3.5
GM80 2% 832%* 0.3

*obtained graphically from Fig 4

From steady shear profiles analyses it appears that GM80 fraction has a structure
able to generate a higher viscosity in water, but paradoxically more easily able to
disrupt entanglements and more easily orientable in the direction of flow (more
shear-thinning). This difference in behavior between both fractions with similar
structures could be explained by a greater number of hyperentanglements when the
concentration in GM80 galactomannans increases. This results in the appearance of
a network with many junction areas able to orient themselves in the flow direction
when the shear rate increases.

As previously reported, the concept of hyperentanglement can also be probed by
comparison of solution properties in strong alkali and at neutral pH at the same
overall ionic strength [7, 36]. Indeed, at high pH, hydroxyls groups become ionized
and destabilize intermolecular associations by introducing electrostatic repulsions
between the constituent chains of solutions over C**. Fig 6 shows steady shear
viscosity profiles for GM25 and GMS80 fractions at 1% in different media, with the
same ion concentration. “NaOH” refers to a solution prepared in caustic soda,
“Neut” to the soda solution neutralized with HCI, and “NaCl” to a saline solution
with the same ionic strength. The steady shear viscosity profiles of 1%
galactomannan solutions in aqueous NaCl are different from those for the same
measurements in water (7oemzsinach= 1.9 Pa.s ; praemasiacy= 23.4 8™ ; noemsomacy =
19.7 Pa.s, y12Gmsomacy = 0.7 s™).

163



Etude de la relation entre la structure des galactomannanes de caroube et leurs propriétés fonctionnelles
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Figure 6. Steady shear viscosity profile of GM25 (left) and GM80 (right) fraction at 1% in
alkaline medium, neutralized medium and salt water (25 °C).

These differences could be explained by the involvement of Na+ and Cl- in the
network structure or by a slight difference in the concentration during solutions
preparation (see below). "Neut" and "NaCl" curves contain exactly the same
amount of polysaccharides (1%) and NaCl. The obvious non-overlapping of the
curves indicates that polysaccharides were partially degraded during the preparation
of the “Neut” solution (3 h, I M NaOH, 90 °C before neutralization with HCI). It
has been reported previously that polysaccharides are susceptible to degradation
under alkaline conditions, by a ‘peeling’ reaction initiated at the reducing end of the
chain [37]. This seems to be the case for the two fractions studied although the
impact of the degradation is less marked for GMS80 fraction (perhaps due to a
greater Mw). When the curves "NaOH" and "Neut" are compared with each other,
major differences are observed between the two fractions. The fraction GM25
shows no significant differences between the two curves. The alkaline environment
does not modify the rheology of this fraction. The GMS80 fraction shows an increase
in the viscosity when the solution is neutralized (curve "Neut”). This means that the
alkaline medium prevents the formation of a stronger GM80 network. The
rheological behavior of GM25 fraction — more substituted and with fewer smooth
areas — seems essentially due to the length of the main chains and their physical
recoveries. In contrast, the GM80 fraction — less substituted and with a higher
number of smooth areas — shows a rheological behavior mainly influenced by
alkali-labile non-covalent associations (hyperentanglements) that give rise to
departure from the general behavior of concentration-dependence for disordered
polysaccharides. The study of viscoelastic properties is one of the main techniques

164



Structure impact of two galactomannan fractions on their viscosity properties in dilute solution,
unperturbed state and gel state

to highlight entanglements. The mechanical spectra of GM25 and GM80 fraction
dispersions — at 0.5%, 1% and 2% in water as well as in aqueous NaCl (1 M) — are
shown in Fig 7.

Except for GMS80 at 2%, graphs for dispersion in water are typical of
galactomannans in semi-dilute conditions that are viscoelastic fluids generating an
entangled network. The loss modulus G’’ (Pa), related to the viscous component
and giving the energy dissipated per cycle of deformation per unit, is greater at low
oscillation frequencies than the storage modulus G’ (Pa), related to the elastic
component. The reverse is observed at higher frequencies. Beyond the crossover
frequency (shift point), the oscillation frequency becomes too high and
galactomannans chains cannot be dissociated. The interaction between the G’ and
G’ curves was shifted at lower frequencies for the GMS80 fraction. This means that
the beginning of the elastic zone (G” > G’”) was shifted towards lower frequencies
with increasing average molecular weight, M/G ratio and number of smooth areas.
GMS8O0 fractions quickly had an elastic dominance behavior generated by
entanglements and hyperentanglements which dissociate less easily. For these
entangled networks, the GMS80 fraction has a much stronger viscoelastic behavior
and greater dynamic (complex) viscosity #* than the GM25 fraction (Fig. 4) whose
G’ and G’ are lower. The case of GM80 at 2% in water is different. The G' and G"
curves have a profile of weak gel on which no crossover is observed [38]. The
elastic component G' is greater than the viscous component G’ over the entire
frequency range. At this concentration, the fibers of galactomannans GM80 are thus
able to “freeze” the medium by aggregation of macromolecules. They generate a
three-dimensional network with a semi-solid behavior in which the solvent is
trapped and cannot move freely. A 2% content (w/v) of GM80 in pure water, heated
until 90 °C, enables to reach the point of gelation. Under the same conditions,
GM25 fraction does not turn into a gel, highlighting again the structural differences
between the two fractions. As shown in the flow curves (Fig 6 and 7), the presence
of salt in the medium can also impact the behavior, changing the mechanical
spectra. The GM25 fractions in aqueous 1 M NaCl (irrespective of % w/v) exhibits
viscoelastic-fluid curves almost identical to those obtained in water, with crossover
frequencies similar in both media, except for GM25 fraction at 2% that slightly
shifted towards lower frequencies in H,O.
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Figure 7. Mechanical spectra of GM25 and GM80 fraction at different galactomannan
contents in pure water (left) and salt water (right).
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The saline environment seems to have a greater influence on GMS80 fractions
behavior. Indeed, GM80 fraction acts as a weak gel in all cases, even for lower
concentrations in galactomannan (0.5%). The GMS80 fraction at 1% provided the
same flat spectrum as a solution of 1% xanthan, which is considered a weak gel
[39]. The GM80 mechanical spectra in aqueous NaCl (1 M) have G’ and G’ curves
greater by approximately a factor 10 than the same curves obtained in water. The
Na® and CI ions seem interact with the polymers to “freeze” the medium and make
macromolecular interactions stronger. Lyotropic effects were studied on konjac
glucomannan [40] and an increase in both moduli (G' and G") and viscosity upon
addition of salting-out salts was evidenced. According to the authors, this is due to
the enhancement of the salt-induced water structure perturbations or the strong
interactions between ions and specific sites on the polymers. The experimental data
do not permit to discuss any potential lyotropic effect here, since potential lyotropic
effects of NaCl would be investigated with lyotropic series cations and anions on
one GM concentration. However, NaCl is considered a relatively weak salting-out
salt.

Thus, we can conclude that differences in behavior between GM25 and GMS80 are
simply accentuated in the presence of salt, but also with the increase in polymer
concentration. Sittikijyothin et al. [11] showed mechanical spectra of CLBG in
water, for which the behavior was not those of a perfect viscoelastic fluid but
trended to a weak gel. The cross point of a 1% solution was located around 60 Hz
(below 10 Hz in our case). Such differences could be explained by the fact that the
measurements were performed on CLBG (still containing some proteins), without
excluding that sodium azide present in the medium as a preservative could also have
an influence on the galactomannans rheology. The relationship between apparent
viscosity () and complex viscosity (7*) can also be studied as shown in Fig. 4.
Superimposability of the two viscosities — known as the Cox-Merz rule [41] is
satisfied for the random coil polysaccharides in which the rheological behavior is
controlled by simple physical entanglements (recovery). A difference in behavior
occurred between both fractions at 2% solutions. These phenomena are more
pronounced for the GMS80 fraction for which the #* curve has a greater deviation
than GM25. These observations suggests that the same types of molecular re-
arrangements are not occurring in both flow patterns, over the frequency range
employed, i.e. a short range interaction mechanism may influence the small
deformation measurement but be effectively destroyed in shear flow [42, 43]. These
rearrangements can be attributed to more specific associations of molecules for a
larger time scale or to hyperentanglements rather than non-specific physical
entanglements [33]. At 1% and 0.5%, #* curves are similar and are superimposable
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to m curves, except for higher frequencies where they gradually diverge. Upturns in
moduli and hence in #*, at high frequencies are often seen in mechanical spectra on
less concentrated solutions. They are usually attributed to the onset of resonance in
the measuring geometry and were also observed on newtonian silicone oils with
similar viscosity and used as references.

4.4) Behavior in gel state

To produce solid state, the galactomannan concentration may be increased to
reach gel formation, but experimentally the homogeneity of the medium is difficult
to maintain. Another way is to contract viscous solutions by three freeze-thaw
cycles [14]. The excess water released during the operation increases the medium
concentration and generates the gel state. This operation was performed on several
previously studied solutions. After three freeze-thaw cycles, solutions under 0.5% of
initial content showed visually no differences from the initial viscous solutions.
Above an initial content of 0.5%, galactomannans formed a jellified pellet, more
compact when the concentration increased. Three main textural parameters
(hardness, cohesiveness and springiness) were extracted from the force-time curves.
Results are provided in Table 4.

The hardness analysis confirmed that a threshold concentration in galactomannan
had to be achieved before reaching jellification. Below 0.5% of initial
galactomannan content, the hardness showed no significant difference compared
with pure water. The hydrogels were formed after freeze-thaw when the initial
content in the medium reached about 0.5%. The above results imply that an
interpenetration of the polymer chains is required to form such gels. Hydrogels
obtained from GMS80 also had a much higher hardness, suggesting again the
important role of the polymer structure in the formation of the gel state. Springiness
was not detectable below 0.5% too. Above this concentration, GMS80 fractions
reached values of about 0.7 with no significant differences, while the 2% GM25
fraction showed the highest value (0.83). This means that 2% GM25 hydrogel was
the most flexible and between the two compression cycles it regained a shape close
to its original one. Cohesiveness is the work needed to break the internal structure of
the product. This parameter makes sense only for real hydrogels. In the case of
GM25, an increase in the cohesiveness was observed when the concentration
increased.
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Table 4. Main texturalparameters obtained from TPA on different galactomannan dispersion/hydrogels.

Initial solution 0% 0.05% 0.10% 0.50% 1% 2%
GM25 0.02+0.00 0.03+0.00 0.03+0.01 0.05+0.01 0.04+0.01 0.11+0.01

Hardness (N)
GM80 0.02+0.00 0.02+0.00 0.03+0.00 0.20+0.03 0.47+0.13 0.51+0.07

) GM25 / / / 0.47 £0.14 0.64+0.16 0.69+0.03
cohesiveness
M80 / / / 0.73+0.10 0.66 +0.03 0.66 = 0.06
o GM25 / / / 0.58 £0.11 0.56 +0.05 0.83+0.02
Springiness
GM80 / / / 0.73+0.04 0.68+0.09 0.72 +0.03
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This implied thathe most concentrated gélscamestrongerandlessdeformable.
In thecase 0iGMS80, the cohesivenesat 0.5% of initial content was highethan for
GM25 fractionbut it did not increasehereafter.The gels obtaineavith GM80 at
2% arethereforestrongerbut more brittlethan those obtained witaM25.

Different chemicalstructuresthereforealso lead to different gel stateproperties
through junction areas probably formedetween thesmooth areasof the
galactomannanhains, as previously suggested in some models [44lM&lir case,
smooth areas are more important @&v80 fraction [4] and therefore may lead to
numerous junction areashese areas coulok involved inthe formation of harder
and more solid gels,while alower number othese suspected specifideractions
(i.e. more "physical" entanglemenitdeadsto the formation ofsofter gels (less
brittle) such as thosebtained withthe fraction GM25. Such gelsprobably allow
moremobility to thepolymersinvolved in thegel network.

5.'Conclusions and perspectives

This global study of viscosity demonstrates thagmall differences irstructure
within the same polymemgeneratedifferent behaviorsat different levels of
observation (dilute solution, unperturbed state and gel)states work also
additionally highlighted that(i) specific interactions (alkali labd norcovalent)
exist betweengalactomannanghains® mainly for the fractionGM80 B while
rheology of the GM25fraction is more influencedby its molecular weight.
According to the commonly accepted assumptjoiisese interactions would
originatefrom a geater presencef non-substitutedgalactosylsareason the main
mannosyls chain The regions supposedly more hydropholgould attract
themselves witlm the samechain in dilute regime leading to a folding which
reduces thénydrodynamic volumef the polysaccharidejtself responsible foits
intrinsic viscosity; (i) the use ofthe MarkHouwink equationis limited in this
context (iii) the viscoelastibehavioris modifiedin the presence cfalt; (iv) very
different gels structures are obtaineatcording tothe structure andhe polymer
concentrations

In denser medighe same interactiomaight be the origin of hyperentanglements
which form astrongernetwork in which eachndividual chain loses mobility.
However at this stageonventionakools of chemicalcharacterization oviscosity
studies dichotallow the demonstration dhe physical nature @uchjunction areas
Solid state NMRwould be an interesting techniqu® highlightthe differences in
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mobility within the mannosylspopulation ofgalactomannargels, which are the
expected result frorapecific interactions betweeighbor chains.

The fundamentalstudy of the galactomannan viscositiesupled with their
structurealso allows to glimpse applicatiotisat wouldtargetpolymericstructures
for specific propertiesThus, a fraction such asGM25 is interesting because i
imparts a viscosity at a low temperature to an aqueous methus avoidinga
costly and unnecessary heatirig addition to ablending operationThis fraction
also keepsts viscoelastic propertiesvenin a formulationwheresalt contenimay
be significant.Conversely,a fractionwith low-substitutedgalactoseas GM80 is
able to givea much highewiscosity toa mediumeven in lowconcentrationwhich
would thereforeeduce the loads additive in a formulation

t
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Note introductive

Le chapitre prZcZdeni{6) Ztait exclusivement consacrdux propriZtZs
physicochimiques des galactomannanes en solutions aqueuses, et en particulier ~ la
rhZologie. Le prZsent chapitre sOintZresse aux propriZtZs de rZactivitZ des fractions
GM25 et GM80 en conditions aqueuses " kautempZrature et pression (HTW).

Ces conditions particulisres sont dZcrites ~ la premiere section (Chapitre 4) et
sOapparentent ~ des conditions dOhydrolyse acide. LOobjectif spdicitinapitre

est dOZvaluer IOimpact de la structure des galactonsarmuanéa cinZtique
dOhydrolyse et les produits obtenus.

Deux tempZratures ont ZtZ ZtudiZes (170 jC et 190 {C). Elles ont ZtZ retenues sur
base dOuscreening prZalable (de 150 jC ~ 210 {C), afin dOobtenir une fenetre
dOobservation temporelle suffisanteretadZquation avec la rZalisation pratique de
IGZchantillonnage. LOoptimisation des rendements dOhydrolyse nOZtait pas ciblZe
dans ce cas.

LOapproche abordZe pour traiter cette thZmatique, ainsi que les principaux rZsultats
qui en dZcoulent sont reprZsé&nta schZma edessous

CHAPITRE 5 : CHAPITRE 5 :
- Fractionnement - Fractionnement

.

- Structure GM25 GM80 - Structure

¥
’ MIISE EN SOLUTION / DISPERSION |

¥
Hydrolyse en conditions aqueuses

subgritiques (HTW), 170 °C ou 190 °C,
Respectivement 320 ou 120 minutes.

¥
T T T T | Temps

|Po|ysacharides ‘ ’OIigosacharides‘ ‘monosacharides ‘Produits de dégradation ‘

- Cinétiques d’hydrolyse différentes entre GM80 et GM25
Identification et dosage - Processus dynamique

= HPLC, HP-SEC, GC-FID, "l - M/G proportionnel a la rupture des liaisons glycosidiques
MALDI-TOF, PH. - GMB&0 libére plus de galactose (rupture a) que GM25
(initialement pourtant plus riche)

- Rupture plus aisée des liaisons a face aux B induite par

Interprétation I'effet anomére et/ou loi statistique

- Encombrement stérique des zones hérissées de GM80 ou
sa conformation (effet hydrophobe) favorise la rupture a
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1.1 Abstract

High temperature water (HTW) was employed to investigate locust bean gum
galactomannans behavior during autohydrolysis as well as the impact of the
galactomannans structures on the kinetic of hydrolysis and the products obtained.
The precedence af bondsbreaking onp bonds was highlighted. Nevertheless,
mannosemannose bonds ruptures occurred early in the HTW hydrolysis, to
generate monomers and short oligomers. These were initially dominated by DP > 1
before evolving into hexoses as the hydrolysis tim@eased. These monomers
were progressively degraded into smaller molecules including HMF and 2F. Each
of these phenomena was a part of a dynamic process, in parallel with other
reactions, rather than a series of distinct stages separated chronologibelly.
structural differences within polymers (however close) generated different kinetics
of hydrolysis. The greater presence of lateral galactosyl substituents thus seemed to
play a protective role on the breakdown of glycosidic bonas £).

2.!Introductio n

For many year® and with the aim of proposing solutions to the finiteness of
fossil resources and their impact on the environrfier] Battempts to valorize the
constituents of the lignocellulosic biomass haverbmade in order to produce
alternatives to petreourced molecules as well as new compounds with higher
addedvalue [3]. Thus, cellulosg4, 5, 6] and lignin [7, 8] have already been
extensively studied. Hemicelluloses, comprising varied structures, haseted
less attention so far. In a logic of an integrated biomass refinery enabling cost
effective processes, however, hemicellulose recovery has to be considered. One of
the main approaches towards hemicellulose valorization has been via the production
of bulk chemicals through depolymerizatidd]. However, in order to make
biorefining more competitive, the productiohcompounds with higher addedlue
must also be targeted. A promising strategy involves hydrolysis of hemicellulose
type polymersinto digomers with prebiotic properties. Further processing of
hemicellulose also allows obtaining platform moleculeesw studies have been
published on the hydrolysis of hemicellulose from agricultural byprodu6tsli]
but galactomannangmain much lessonsidered from this point of view.
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Locust lean gum (LBG) or carob gum is m@olysaccharideusedin the food
industry asadditive (E410) for its rheological, texturing and gelling propeftié}
LBG is made from the endosperm of the seeds of the caelCeratonia sliliqua
L.) and is composed of reserve polysaccharides called galactomannansvtaisk
structure is of hemicellulose typ&alactomannan structure, and thus resulting
properties and function, are dependent upon its biomass source. Aaltifiche
isolation process of galactomannans is a crucial factor in determining structure and
resulting properties and reactivity of the material. Galactomanc@amsist of a! -
(1—4)-D-mannopyranosyl backbone substituted to varying degrée¢lab6) with
single D-galactopyranosyl residud43]. The basic structure is the same for all
galactomannans. Three elements, however, allow distinction between these
polysaccharides: (i) the degree of galactose substitutiog.§D@&) the molecular
weight, and (iii) the distribution pattern of galactosyl substituents along the main
chain of mannanfl4]. The fine structure of galactomannans of locust bean is most
likely composed of "smooth" zones (lowly substituted) and "hairy" zones, i.e. much
denser irsidegalactosyls, without being systematically adjagési. In the case of
locust bean gum, D& is around 0.25. Carob galactomannans have an estimated
molecular weight between 300,000 and 800,000 g/mol, according to the
determination methods. This cesponds to average chain lengths from 1500 to
4000 mannosyl residugd6]. The galactosyl distribution of locust bean gum is
rather of the "block" type. Substituted blocks contain an average of 25 mannose
residues[17]. As a comparison, guar gum has a ukg primary structure. fie
average structure of the gum may be influenced by the purification of th¢1lglim
and in particular by the working temperatyfe]. This can strongly impact the
rheological propertiefl9]. In addition to their rheological pperties[20], GM can
also be used as a source of production of mannooligosaccharides (MOS), interesting
valueadded compounds, generated via depolymerization. MOS (including galacto
mannagoligosaccharides) are well known as prebiotj2d] and have already
demonstrated their efficacy on chickf®?] or rabbits[23] by reducing pathogen
bacteria, enhancing growth of desirable microorganisms within the intestine
microflora, and allowing an improvement in animal growth. MOS therefore allow a
reduction of antilotic use in feed as well as a potential use in food formulation.
Locust bean gum hydrolysates can also be used in hair cosmetic formulations for
volume gain24].

Like most hemicellulosestype polysaccharides,galactomannans can be
hydrolyzed accordintp several techniques such as enzymatic degradation, chemical
degradation or microwave degradation. A method of choice for the pretreatment of
lignocellulosic biomass is the hydrolysis in high temperature water (HTW) or hot
compressed water (HCW), also kwo as vapocracking. HTW hydrolysis is based
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on the fact that water heated under isochoric conditions has different physical and
chemical properties from those at ambient temperature and atmospheric pressure.
Indeed, under HTW conditions, the water solyamiperties are modified such that:

i) density decreases and hydrogen bonds become weaker; ii) the dielectric constant
decreases, which leads to a decrease inipglarimicking organic solventsij) the
translational and rotational movement of molecudes weaker because of the
reduction in hydrogen bond strength, leading to an increase in diffusivity; iv) the
ionic product increases which leads to a higher numbeg®f &hd OHions. These
changes also lead HTW to support ionic reactions, polarioroa reactions and
radical reactions[9, 25] Moreover, HTW technologies has the advantage of
involving water autocatalysis, being orgasmvent free and limiting corrosion or
theuse of toxic compounds, which is in phagé the principlef green chemistry

[26]. Autohydrolysis/hydrothermal processes of biomass have similar mechanisms
as dilute acid hydrolysis: both being hydrolysis processes catalyzed by hydronium
ions (H0%). In autohydrolysis where water is the only reactive, first stage
hydronium ions coming from water atittnization catalye the depolymerization of
polysaccharides by selective hydrolysis of both glycosidic linkages and acetyls
groups. In a secorgtep hydranium ions coming from generated acetic acid also act

as catalyst improving reaction kinetic27].

Therefore, when submitted to HTW, hemicelluloses usually lead initially to the
formation of polysaccharides oharter chains as well as oligosacchasdéy
hydrolysis of glycosidic bonds of polyholosides chai3].[ The hemicellulose
oligomers in solution are partially further hydrolyzed to monomeric sugars and
sugar degradation products that include hydroxymethylfurfural (HMF) formed from
hexoses and-furfuraldehyde (Z) obtaired preferentially from pentoses and uronic
acids [28]), both by dehydratation reactiofig9]. These compounds can further
undergo decomposition reactions, yielding formic and levulinic g@ds30, 31,

32] as well as aldehydes insoluble carbon compounf3, 34}

Therefore galactomannans are useful materials and their valorization is key for
costeffective, integrated biorefineries.

This study aims to establishe link betweerthe structure of galactomannasrsd
their degradation kinetics illTW, and thus bring new insights of the mechanisms
of autohydrolysis of complex branched polysaccharatestheir ability to produce
bulk chemicals and/or higher value compountls achieve this, LBG gum was
purified by solubilizatbn respectively at 25 jC and 80 jC in order to obtain two
fractions with different chemical structures and properties. Both fractions were fully
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characterized and hydrolyzed in water at 170 | C and 190 j C. Samples collected
over reaction time were characterized. HTW reaction kinetics of the two fractions
are identified and compared, and finally related to their structural properties.

3.Materials and methods

3.1! Locust bean gum purification

Crude locust bean gum (CLBG) was obtaineaf PFW Ltd. (Greenford, UK) as
the product sold under the trade mark name HERCOGUM NZ1. All other chemicals
were purchased from commercial suppliers and used as received. A purified hot
extract (GM80) and a purified cold extract (GM25) were obtained regplgcfrom
80 iC and 25 jC subtractive fractionation treatment of the CLBG sample.
Fractionation, analyses of composition and structures determination of
galactomannans (GM) fractions were carried out for and as described in our
previous study15], resuting in two fully characterized fractions that were used as
starting material in the present study.

3.2 HTW hydrolysis

Fractions GM25 and GM80 were subjected to HTW conditions to induce their
hydrolysis. This took place in al7Parr reactor (Parr USA, Mol@ lllinois, USA)
with temperature and pressure control. A vaaenpling system was connected to
the reactor. The sampling system was coupled to a refrigerant and samples were
taken along hydrolysis time. The sampling system was rinsed with distilled wate
between samples. 3.5 L obP6 GM25 or GM80 solutions were introduced into the
reactor and heated to the set temperature (170 jC or 190 jC). The first sampling was
carried out when the set temperature was reached (about 1 hour). From this moment,
sampls werecollectedevery 20 min for 5 hours. The presswithin the reactor
was 8 bar Each hydrolysis reaction was carried out in triplicate. fydrolysis
temperatures (170 jC and 190)j@ere selected empirically based on a screening of
a widertemperature range. At both selected temperatures, the polymers degrade and
maximize the production of oligomers. Additionally, the conditions were not too
drastic and the evolution of the polymers degradation remained observable over
time through sample afyses.
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3.3! Fractions characterization

After cooling, the pH of each sample was measured with a calibrated WTW 330i
pH meter (WTW, Weilheim, Germany).

Hydroxymethylfurfural (HMF) and -2uraldehyde(Z) were determined by UV
detection at 205 nm coupled to a higdrformance liquid chromatography (HPLC)
instrument, Waters 2656 (Waterggellik, Belgium) equipped with an Agilent
Zorbax 300SBC18 column (4.6mm, 150 mm, 5um) (Agilent Technologies,
Diegem, Belgium) The eluent solution was a mix of 90866 1%-acetic acid
solution in distilled water with 10% methanol, and was run at a flow rate of 1 mL
per min at 30 jC. Calibration curves were established eathmercial HMF and 2
F (Sigma Aldrich, Diegem, Belgium). The samples were filtered through gith45
nylon syringe filter an@0 uL were then injected iRIPLC.

D-mannosyl and Byalactosyl residues were determifgBlakeney methofBB5].
Aldoses were redied and acetylated to alditol acetate®edxyglucose was used
as internal standard. Each solution containing 3 mL of sample, 1 mL of internal
standard (1 mg/mL), 1 drop of NBIH and 2 mL of a NaBH/DMSO solution was
incubated for 90 min at 40 {C. 0.6 naf glacial acetic acid, 0.4 ml of-
methylimidazole, 10 mL of distilled water and 3 mL of dichloromethane were then
added. 1 mL of the lower phase was removed and for GC analysis.

Gas chromatography analyses were performed on a HP Agilent 6890 series
chromatograph (Agilent Technologies, Diegem, Belgium) with a flame ionization
detector equipped with HP capillary column (30 m x 32 mm, 0.28n film
thicknes3 coated with methylsilcane. 1pl-samples were injected in splitless mode.
Initial oventemperature of 12QC was increased to 2@ at a rate 4C/min.
Helium was used as the carrier gas with a flow rate of 1.6 mL/min. The temperature
of the injector and the detector were 29D and 320;C, respectivelyFrom the
collected data, the evolution of M/G ratios for galactomannans polymerized residues
during the hydrolysis time can be calculated as well as polymerization rates:
%polymerized: [minitial polymerD (mfree galactosé" Miree mannosH / Minitial polymer* 100; nbolymerized
mannose— [minitial polymer/ (M/Ginitial + 1) * M/Ginitial] - Miree mannose mpolymerized galactose~
[minitial polymer/ (M/Ginitial + 1)] = Miree galactos;e M/GrZsiduaI polymer— rnpolymerized mannose/.

mpolymerized galactose
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The scattering light from a polydisperse macromolecular solution was used to
determinethe molecular weight (Mw) distribution. This was obtained by the Zimm
method, i.e. the scattering intensity is measured at different angles and
concentrations, followed by an extrapolation to zero angle and zero concentration.
This procedure gives the albste value of the weight average My{B6].
Measurements were determined in triplicate using a -pagformance size
exclusion chromatography (HPSEC) HP 1200 series apparatus (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA), coupled to alBNDC refractometer and Bl-

MwA multi-angle laser light scattering (MALLS) (both from Brookhaven
Instruments Co., Holtsville, NY, USA).

Analyses of high molecular weight GMs (1 to 1000 kDa) were carried out on a
system equipped with two TS#el GMPWxI columns (30 cm x 7.5 mrparticle
size 13um) (Tosoh Corporation, Tokyo, Japan) connected in series and connected
to a precolumn. The mobile phase was an aqueous solution of 50 mmol/L NaNO
and 0.05% NaN3, with a flow rate of 0.7 mL/min at 40 jC. Samples solutions were
filtered through 0.45um syringe filters prior to injection of 1Q€0.. Analyses of low
molecular weight GMs (< 1 kDa) were carried out on a system equipped with a pre
column andwo columns, one TSKgel G2500PWXL (30 cm x 7,8) and a TS$j€l
GMPWxI (30 cmx 7.5 mm; particle size 13um) (Tosoh Corporation, Tokyo,
Japan) connected in series. The mobile phase was distilled water with a flow rate of
0.5 mL/min at 40 jC. Samples solutions were filtered through Qm5syringe
filters prior to injection of 100uL. A refradive index increment (dn/dc) of
0.145mL/g was used for SE®IALLS/RI determinations[37]. This technique
makes it possible to separate the monomers and oligomers directly on the basis of
their DP, without distinction in the nature of the hexoses nor irbtheched or
linear structure of the oligomers. DB1were identified based on retention times,
from commercial standards with DB1(mannose series). Quantification of the
DP1-5 was carried out with a calibration curve, based on solutions of increasing
concentrations of sucrose. DiBlconcentration was estimated by the sum of each
monomer and oligomer.

Polymer presence in sorsamples was checked with MALDI tinad-flight mass
spectrometer (MALDITOF). Applied to our galactomannan samples, the technique
is not quantitative or precise. However, it allows to qualitatively detect the presence
or absence of polymerized structures in a narrow range confined between DP 20 and
DP2. High resolution mass spectra were recorded on an Ultraflex MALDIafime
flight mass spectrometer (Bruker Daltonic) operating in the reflector and linear
positive or negative mode using a pulsed nitrogen laser (I 337 nm, pulse rate of
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10Hz) as the ionization source. The analyzer was used at an acceleration voltage
of £ 20 kV. Laser lignt was focused on the sample using a 5.2 kV lens. A pulsed ion
extraction was optimized to 200 ns. An inulin calibration set was used as the
external standard. For eaghlactomannasample, MALDITOFMS was ensured

on 10 distinct sample deposit zones. giat of 300 shots were provided. Each
sample preparation and analysis were duplicated. A 2,5 dihydroxybenzoic acid
(DHB) matrix was prepared by mixing 10 mg DHB in 1 mL water containing 0.1
vol.% trifluoroacetic acid (TFA).

4 !Results and discussion

4.1) Structural characterization

The fractionation process generated two pure galactomannan fractions (> 99.9%)
with different chemical structures, for which a schematized representation is
proposed in Fig. 1. The GM25 fraction consisted of galactomannansosethpf
shorter chains (Mw = 761 kDa), richer in galactosyl (M/G ratio = 2.85), which were
distributed at 70% inside OblockO structures (grouped in OhairyO regions). The
GMB8O fraction consisted of longer galactomannans (Mw = 911 kDa) less substituted
in gdactosyls (M/G ratio = 3.84), although these were concentrated to 83% as
substituted blocks (also grouped in OhairyO regions). The structural characterizations
of GM25 and GM80 fractions were discussed in detail in our previous study (Gillet
et al., 2014b)
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Figure 1. Schematic representation of GM25 and GM80 fractions structure. M and G are
respectively mannosyl and galactosyl units. According®p {gith permission from
Elsevier.

4.21 Polymers degradation

The primary expected impact of HTW on GM25 and GMS80 fractions during
treatment was a decrease in the size of the chains deriving from the breaking of links
between mannosyl units of the main backbone.-&xhange chromatography (HP
SEC) analysis of the FWW hydrolysis samples, respectively at 170 | C and 190 j C,
allowed to determire the averageMw of the GM25 and GM80 fractionand
therefore their changes over tirffeg 2a & 2b).

The Mw of the polymers decreases over time. This means that, as expected,
glycosidic linkages between mannosyl units of the galactomannan main backbone
were hydrolyzed to generate increasingly smaller pahen oligesaccharidic
fragments.
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Figure 2. HP-SEC measuremeniShange in Mw of the GM25 and GM&@&ctions during HTW hydrolysis, respectively at 170 iC (A)
and 190 iC (B) and DP4% quantification for GM25 and GMB80 fractions, respectively at 170 jC (C) and 190 jC (D).
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At 170 jC, a hydrolysis time of 80 min is necessary to eliminate most of the
polysacharide structures of the GM25 and GM80 fractions. The GM25 fraction
also shows a more drastic reduction of Mw during the first minutes of the HTW
hydrolysis. Both fractions also have similar kinetics of reduction of Mw at 170 C.
After 80 min, however, ahift of the GM25 and GM80 curves is observed. dw
becomes higher than Mso, which wasinitially greater. At 190 ;C, a hydrolysis
time of 40 min led to the disappearance of the polysaccharide structures of both
fractions. This time is significantlyhsrter than for hydrolysis at 170 jC. Both
fractions also have similar kinetics of reduction of Mw at 190 jC. After 40 min,
however, a shift of the GM25 and GM80 curves is observed. Againgmp4w
becomes higher than Myso. The shifts observed at 80 min7(LjC) and 40 min
(190;C) seem to indicate that the most branched fragments generated in the GM25
fraction are more resistant to HTW hydrolysis.

4.3! Mono- and oligamers production

HP-SEC also allows to quantitatively determine monomers (DP1) and small
oligomers with DP 2 to 5, regardless of their structure or of the nature of the
hexoses. Fig. 2c and 2d show the evolution of compounds with DP 2 to 5, during the
hydrolysis time, for GM25 and GM 80 fractions, respectively at 170 jC and 190 C.

At 170 iC, the release of small oligomers starts after 60 min of hydrolysis and
increases continuously until the end of the experiment. The GM80 fraction generates
guantitatively more monom&rand small oligomers. At 19@C; the formation of
DP15 starts at 20 minnal increases until a peak appears at 60 min. Beyond this
peak, the small oligomers concentrations gradually decrease, indicating that they
degrade themselves into smaller compounds. The profile of both GM80 and GM25
curves are similar, although the GM8@&dtion generates slightly shorter oligomers.
Below the concentration peaks, the curves at 190 jC have the same shape and the
same trend as those at 170 {C over the entire hydrolysis period. At both
temperatures, the structure of the GM80 fractions seems suitable for breaking
inte-manosyl glycosidic linkages, to produce monomers and small oligomers.

Free hexoses (galactose and mannose) concentrations were also measured with
GC-FID in the collected samples during hydrolysis in HTW. Fig. 3 represeats th
concentration over time of mannose and galactose fa2%=énd GM8O0 fractions, at
170 iC and 190G.
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Figure 3. Evolution over time of: A) Mannose concentration, for GM25 and GM80 fractions at 170 j C ; B) Galactose concentration, for
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At 170 °C, galactose and mannose concentrations increase with hydrolysis time in
the medium for GM25 and GM80 fractions. At 190 °C, the concentrations increase
in the medium before dropping for both fractions. At 170 °C however, the GM80
fraction generates more mannose and galactose than the GM25 fraction. This is
paradoxical because it contains less galactose initially in its structure than GM25
(GM80 M/G ratio of 3.84, and 2.85 for GM25). This could mean that a low laterally
substituted structure is more suitable to lose its galactosyls. As a corollary, the
shorter and more substituted chain structure of the GM25 fraction appears to make it
more resistant to hydrolysis since fewer hexose residues are released into the
medium during HTW hydrolysis. At 190 °C, the same trend is observed. The GM80
fraction yields more mannose and galactose than the GM25 fraction. At this
temperature, a peak of concentrations in mannose and galactose is observed after 80
min of hydrolysis before a decrease occurs. This means that some of the released
hexoses have been degraded when hydrolysis under more severe conditions was
maintained. The peak is also more important for galactose than for mannose, which
may suggest that galactosyl residues were degraded more rapidly into smaller
molecules than mannosyl residues. Thus, at 170 °C, the maximum vyield of hexose
of the GM80 fraction is around 70% after 320 minutes. At 190 °C, the hexose yield
IS maximum (about 60%) at 80 minutes. The observed trends are the same for the
GM25 fraction at 170 °C and 190 °C and the maximum yields are respectively about
30% (320 min) and 35% (80 min).

From the collected data, it was also possible to estimate numerically (calculated)
and by difference the evolution of M/G ratios for galactomannans polymerized
residues during the hydrolysis time. Polymerization rates of the initial GM25 and
GMB8O fractions over time were also estimated (Fig. 4).

At 170 °C, M/G ratios increase. This means that the hydrolysis occurs
preferentially on the side chains. The trend is even more pronounced for the GM80
fraction. At 170 °C, 200 min are required before witnessing a significant decrease in
the average DPs of GM25 and GM80. After 320 min, there is no more GM80 in a
polymerized form. This is consistent with the observations in Fig. 2A and 3A. At
these temperatures and reaction times, both fractions were converted essentially into
hexoses. The MALDI-TOF analyses also confirm the absence of polymerized (DP >
20) structures in these last samples (time higher than 300 min) (results not shown).
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Figure 4. Evolution of M/G ratios and polymerization rates for galactomannans polymerized residues during the hydrolysis time, for GM25
and GMB8O0 fraction at : A) 170;C ; B0 iC.

191



ftude de la relation entre la structure des galactomannanes de caroube et leurs propriZtZs fonctionnelles

At 190 iC, the observed trend is the same. The M/G ratio increases. The effect is
however much faster. Beyond 40mof hydrolysis time, there are no more lateral
galactosyls linked on the GM80 fraction. The M/G ratio is therefore theoretically
infinite. The same phenomenon occurs after 80 min for the GM25 fraction. The
graph is, however, more difficult to interprettiviregards to the two degradation
kinetics occurring jointly: i) the degradation of galactomannarstiekoses, anid
the degradation of hexoses into smaller molecules (see below). The decrease in
average DP for GM25 and GM80 fractions is also muchefastanduring the
hydrolysis at 170 ¢. The calculated curves shown on the graph are nevertheless
distorted with the simultaneous degradation of hexoses into smaller molecules.
Their slopes should therefore logically be steeper, which means that the
depoymerization occurs even more quickly than observed on Fig. 5B. MAIQH
analyses confired the absence of polymerized structures beyond 100 minutes
(results not shown). This means that under these conditions and at this stage of
hydrolysis, the samples isist essentially of hexoses.

4.4. Hexoses degradation

HMF and 2furfural (2-F) originate from saccharides degradatj28]. They are
therefore an indicator of the hydrolysis degree. Fig. 5A and 5C show that the
concentrations of HMF and-R increase with time during hydrolysis at 170 C.
However, the HMF concentration is significantly higher than Hiecdncentration,
which is consistent with the observations that 2F usually originates from pentoses
[28]. At 170 jC, the GM8O0 fraction also genesategher HMF concentrations than
those produced by the GM25 fractions (Fig. 5A), while tHe éncentrations in
both fractions aresimilar (Fig 5C). The observed differences in HMF production
clearly indicate that the GM80 fraction degrades faster than the GM25 fraction at
170 iC. Fig. 6B shows that the concentration of HMF increases with time during the
hydrolysis at 190 {C. Both dctions (GM25 and GM80) show no significant
difference in behavior. At 190 jC, HMF andR2concentrations (Figs 5B and 6D)
also increase much fastdran during hydrolysis at 17Cj(Fig. 5A and 5C). The
GM25 fraction seems to generate slightly moré at 190 jC than the GM80
fraction (Fig. 5D).Fig. 5E and 5F shows evolutions of the pH for GM25 and GM80
solutions, during the HTW hydrolysis for both temperatures studied. At 170 C, the
pH decreases during the hydrolysis, but there is no significant di¢terieetween
the two LBG fractions. The decrease in pH is explained by sugars degradation into
small molecules with acid character such as formic and levulinic acids and is
therefore another indicator of the hydrolysis degree. During the hydrolysis at 190 j
C, the pH decreases faster. A pH of 3.5 is reached after 180 min of hydrolysis (i.e. 2
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h after the set temperature is reached), whereas itOs not the case after 360 min at 170
iC. At 190 C, the GM8O0 fraction has a slightly lower pH than the GM25 fraction
but the difference is minimal.
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Figure 5. Hexoses degradation products. Hydroxymethylfurfural (HMF) production from
GM25 and GMB8O0 fractions (%), respectively at 170 jC (A) and 190 jC (B)rfAral (2-F)
production from GM25 and GM80 fractions (%), respectively at 170 jC (C) and 190 jC (D).
Evolutions of the pH for GM25 and GM80 solutions during the HTW respectively at 170 jC

(E) and 190 iC (F).
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5.1Discussion

During the first minutes of the hydrolysis, the Mw decreases rapidly by rupture of
the glycaidic linkages between mannosgkidues, revealing oligomeric fragments
with reduced sizes. In conjunction with the breaking of imannosyls bonds, a
larger amount of monomers and short oligomers (BP2re generated. When
breakingstart most of them consist of DP > 1. At the avfdhydrolysis, hexoses
(DP1) dominate the mixture. This means that hydrolysis occurs progressively from
larger fragments to unitary structures (rather than a cleavage hexose by hexose from
the main chain extremity).

During the hydrolysis over time, increasing amounts of hexoses are produced. In
terms of kinetics, galactose is released faster than mannose (the M/G ratio of
residual fragments increases over time). This indicates that a larger amdunt of
bonds thar' bondsbreaks This could be explained in purely probabilistic terms
Cleavage of the galactosidic bond directly releases galactose while cleavage of any
mannosidic bonds gives a longer chain. Therefore, formation of mannose required at
least 2 cleavages oneighbored sides. After a first Mavan cleavage the
possibilities of breaking bonds ardan general (except for shorter fragments) still
wider than for the' linkages able to release hexoses (B#y). This could also be
explained by the electronic ensitment around and" linkages. Theé and" bonds
of the galactomannan chain are respectively in diaxial and equatorial position. The
I -branched galactose is in axial position against the mannose, generating a steric
hindrance between the two oxygen atoraed favoring the interaction of the
pyranose oxygen lone pair to weaken thacetalbond (Fig 6). This is known as
the anomeric effect, and favors nucleophilic attack at the anomeric carbon,
particularly in acidic conditions which can further activale anomericacetal
(render it more electron withdrawing). The axial position also suffers from
destabilizing dipole interactions (resulting from the pyranose oxygenaeetl
oxygen dipoles being aligned in the same direction), and electrostatic repaflsion
the oxygen lone pairs which is greater than in the case df tenformer. The
mannose chains are engaged"irbonds in equatorial positions. The equatorial
position is comparatively stabilized, and therefore the mannose chains have a
relatively slowe hydrolysis reaction kinetics thah-linkages. Furthermore, a
conformational change is required for cleavage and oxocarbenium ion formation.
This is probably more difficult for the-1,4mannan chain compared to the already
I -configured and more flexibl&al residue. Both phenomemauld explain the
fasterbreakdown of thé bonds weakened by the anomeric effect, thari thends
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which similarly are broken by nucleophilic attack (Fig. @kgld effects, related to
axial and equatorial OH, also play a role in the electronic effect controlling
glycoside reactivity{38, 39] The field effect imposed by an electraithdrawing
group is less when placed axially than equatorially. However, iredifficult to
asset on very long polymer structures.
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These observations can also be compared to the mechanisms in carbohydrate
chemisty in acidic conditions since HTW conditions seem to generate a transition
state with its developing charge which is similar to the oxocarbenium intermediate
found during acidiccatalyzed hydrolysis[40] showed that in case of methyl
glycosides" -linkages are faster hydrolyzed thahn (first-order rate constants for
acidic hydrolysis are greater forlinkages). In case of disaccharides, the trend is
reversed, and-linkages are faster cleaved. Thus galacttsy|6-glucose show a
first-order rate constarior hydrolysis higher than mannosdl,4mannose. It can
therefore be expected that galactasyll,6-glucose is even faster hydrolyzed. This
is in full agreement with the observation in HTW.

When the temperature increases (190 {C), the conditions leecare drastic and
the hexoses degrade more quickly into molecules with smaller sizes inclufling 2
and HMF. Their concentration, however, is not directly and solely correlated with a
decrease in the concentration of hexoses in the medium. HMF-&Bndr&very
quickly present in the medium and then increase gradually. This means that the
degradation of hexoses is a dynamic phenomenon that occurs continuously along
hydrolysis, from the moment they are released into the medium (and not necessarily
after a log time or when hexose concentrations become higher in the medium).

When the GM25 and GM80 fractions (which have different structures) are
compared during the HTW hydrolysis, some differences appear. The decrease in
average Mw appears similar for bothdhians, at both temperatures tested. When
the hydrolysis is prolonged, a shift is observed between the Mw curves. The GM25
fraction, with a lower initial Mw, generates more stable fragments than those of the
GMB80 fraction (shift of 170 jC at 80 min and &hof 190 jC at 40 min). At this
stage, the larger presence of galactosyls seems to favor the resistance of smaller
oligomeric fragments generated byeaking ofinter-mannosyl bonds. Moreover, the
amount of small oligomers (DF®) is greater for GM80 thafor GM25 (Fig. 4).

This is in phase with the greater stability of oligomeric fragments of GM25,
previously observed~g. 3).

In terms of hexoseeleass, the GM80 fraction generates much more galactose
than the GM25 fraction at both temperatures tesiéis may seem paradoxical
because the GM80 fraction initially possess fewer galactosyl substituents. The
simple probabilistic law mentioned above, or the near electronic environment, no
longer seems sufficient to explain the observed results. Two differgnnon
exclusive concepts would make it possible to interpret our observations.
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A potential hypothesis for the observed effect could lie in the ability of galactosyl
substituents to interact with each other throughddding. This interaction, more
pronounced in areas with greater galactosyl substitution density, could lead to
enhancement of the destabilization! einkages, and the faster release of galactose
relative to mannose. This could occur in particular in highly substituted areas of
GMB80 fradions, which, although presenting overall fewer galactosyl substituents
than GM25, shows a more concentrated galactosyl distribution along the chain.
Steric hindrance with high galactosyl substitution density may also further labilise
the! -linkages leadig to faster galactosyl release in GM80 chains.

On the other side, the thrd@mensional organization of the galactomannan
network is different according to the concentration regitm the diluted regime
(C< C*, with C* the critical concentratign the galactomannan chains have a
random coil conformation[41], which can vary according to the mode of
distribution of the lateral Bjalactosyl442]. The greater presence of smooth areas
like for the GMS8O0 fraction- favors intrachain interactions (iydrophobe"
interactions) which reduce the hydrodynamic volum® 43] and push back the
galactosyl substituents at the periphery of the coil (and therefore in direct contact
with the medium). In the concentrated regime (C > C%*), the individual coils
interpenetrate and generate, in the presence of unsubstituted areas, stronger
interactions than simple physical overlaps (entanglements): the hyperentanglements
[44]. These hydrophobic interactions could alspel the galactosyls at the
periphery of the genated threadimensional network. During HTW hydrolysis, the
concentrated regime would probably be effective at the beginning of hydrolysis
before moving towards a diluted regime (Mw decreases and thenceforth C*
increaseq19]). In both cases of regime, tlownformational structure of GM80
polymers or residual oligomers repels the galactosyl substituents at the periphery
and exposes them directly to the HTW medium, includiag@*Hons (without no
more protection by H bonds within the polymer structure). Wasld make GM80
galactosyls more readily and rapidly hydrolysable.

Mannose production is also greater for the GM80 fraction than for the GM25
fraction. This can be explained more easily. The breakdown df bmnds occurs
preferentially to the' bonds.The GM25 fraction has kinetics of bond breaking
slower than the GM80 fraction, thus, sincbonds are broken preferentially, GM25
will therefore release mannose more slowly too sina&ack will occur at a lower
probability.

197



ftude dela relation entre la structure des galactomannanes de caroube et leurs propriZtZs fonctionnelles

Concerning the hexose dedation products (HMF and 2F), the curves observed
for the GM25 and GMB80 fractions are quite similar. The GM80 fraction, however,
seems to generate more HMF than the GM25 fraction, whereas the opposite is
observed in the case of 2F.

In a broader biorefiery context, it appears that der temperatures (17@) or
shorter reaction times at 19C j(60 min) are required to obtain oligomers with
higher added value (for their prebiotic properties). On the other Hagber
temperature or longer treatment ésninduce the production of bulk chemicals, as
already observed on other types of hemicelluloses.

6.1Conclusions

Our study allowed a better understanding of the sequence of HTW hydrolysis
steps of galactomannans by the analysis of the compounds obtained at regular time
intervals. The precedence lobonds breaking oh bondswas highlighted in every
case. Based on sérvations, lie greater presence of lateral galactosyl substituents
seemed to play a protective role on the breakdown of glycosidic bbrats'). A
better understanding of reactions kinetics as well as of the polymer structure
influence should allow tohsft HTW hydrolysis towards selected oligomers with
prebiotics properties, by selecting the material source or by varying hydrolysis
settings.
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Les polysaccharides, et plus spZcifiquement les hZmicelluloses sont des classes de
molZcules fort importantes et fort intZressanté®usieurs voies de valorisation
sOoffrent " ellesElles peuventtre utilisZes telles quelles pour des applications
spZC|f|que oe leurs proantZs physigsi sont ciblZes. Elles peuvent Zgalensteeat
transformZes en composZs " plus haute valeur ajoutZe, pour des _applications o leurs
spZcificitZs chimiques ou biologiques sont mises en aizdes reprZsentemnfin
un potentiel de valorisation indispensable au dZveloppement de bioraffineries
compZtitives, par la fourniture de molZcules plateferm&ucune voie de
valorisation privilZgiZe nOest cependant prZconisZe dans ce travail afin de
sOaffranchir dOun contexte temporel ezangpt fluctuant.

Les galactomannes, et plus spZcifiguement la gomme de caroube (LBG) font
partie de cette classe de molZcules. Actuellement la LBG trouve ses principaux
dZbouchZs en tant que texturant dans lOindustriealagentaire. Certaines
applicaions " plus haute valeur ajoutZe sont Zgalement mentionnZes dans la
littZrature, telles quOune utilisation comme source de production de prZbiotiques. La
LBG nQest pas utilisZe comme matiere source dans les procZdZs de transformation
des bioraffineries (eraison de son coZt significatif). Par sa composition, elle reste
cependant fort proche dOhZmicelluloses valorisables en molZcules plateformes et
constitue dss lorsin cas dOZtuden@dsle E justifiant que 10on sOy intZresse.

Quels que soit le secteue dvalorisation et les applications ciblZE3utilisation
judicieuse de la LBG sOest toujours basZe sur un certain empirisme. LOamZlioration
des connaissances thZoriques sur le lien existant entre la structure chimigiie de ¢
fibre, son comportement etes propriZtZs permettrait toutefois de cibler plus
spZcifiguement et plus efficacement des applications dans les trois grands secteurs
de valorisation des hZmicelluloses. COest IOobjectif spZcifique que sOest fixZ ce
travail de recherche doctorale.

Au niveau mZthodologique, IOapproche retenue pour traiter la problZmatique a ZtZ,
dans un premier temps, de dresser un Ztat des lieux complet de la thZmatique (Ch. 1,
2 & 3), avant dOZtudier spZcifiquement et ~ travers IOexpZrimentation, la question de
IOimpactle la structure sur le comportement et les propriZtZs ~ diffZrents niveaux
(Ch. 4, 5 & 6).

Du travail de synthesgil ressort que dans le cas des galactomannanes de caroube,
la structure chimiquereprZsentZe par le degrZ de substitution en galactSsg) @
la masse molZculaire, a un impact indZniable sur les propriZtZs du polymere. Le

204



Conclusions gZnZrales et perspectives

DSca, Si souvent citZ,ensembldoutefois pas etre une caractZristique prZvisionnelle
suffisante du comportement. COest une donnZe utile, mais incomplete. Le motif de
distribution des substituants galactosyls semtrkele parametre qui doit influencer

le plus le comportement du polyrae

Afin dOZtudier spZcifiquement cette hypothese, une gaternaroube brute a ZtZ
purifiZe et extraite de fason fractionnZe et soustractive, ~ deux tempZratures
diffZrentes(25 {C et 80 iC) afin dOobtenir deux fractions distinctes (GM25 et
GM80). Cellesci ont ZtZ caractZrisZes structurellement. Les deux fractionisZes
prZsentent des structures proches, mais nZanmoins diffZrentes.laAfinaction
GM80 se distingue de la fraction GBlI2par des longuers de chaines plus
importantes.Elle est aussimoins substituZe enaf@ictose et prZsente surtout une
alternancele zones non substituZetsdensZment substituZes la chaine principale
du polymere (I" o la erartition des substituantaursla fraction GM25 est
IZg-rement plus homogeneLes IZgeres diffZrences de structure _peuvent donc stre
gZnZrZes par la temerature de solubilisation choisie. Le procZdZ dOextraction et de
purification utilisZ est donc en mesure de conditionner les tZaisiimues
structurelles de la gomme et les propriZtZs qui en dZcoulent.

En milieu aqueux, ces petites diferenceg de structure au sein du meme polymere
de base vont gZnZréescomportementsariZs™ diffZrents niveaux dOobservation
(solutions diluZessolutions concentrZes et Ztat gel).

Le travail a dOabord mis en exergue dpse interactions spZcifiques non
covalentes et labiles existent entre les chaines de galactomanannes (principalement
pour la fraction GM80), tandis que la rhZologie de la bactGM25 est plut™t
influencZe par sa masse molZculaire. Les interactions intercha’nes sont corrZlZes " la
prZsence de zones lisses. Le meme mZcanishy@r@phobeE induit Zgalement
|Oapparition dOinteractions intrachaines conduisant, en rZgime dilug ~ un
diminution du volume hydrodynamique, responsable de la viscositZ intrinseque.

Au-del” du rZgime diluZla fraction GM80 nZcessite une montZe en tempZrature
imposZ£ par ses caractZristiques structurajsyr atteindre la solubilisatioCette
structue favorise Zgalemeres phZnomenes dOagrZgations molZculaires et les
hyperenchevetrements qui en rZsultent. Apres la neoetY tempZrature nZcessaire
la mise en solution, la viscositZ initiale de telles solutions sera plus importante et les
caractereghZofluidifiants et Zlastiques, plus marquZs que pour la fraction GM25. La
prZsence de zones lisses accro”t Zgalement les possibilitZs de formation de monogels
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(lorsque la concentration en polymesigmentejou degels associZs (lorsque des
polysaccharidesdOautse natures sont ajoutZs au milieu pour leurs effets
synergques), forts et solidesa fraction GM25 prZsente IOavantage dOstre soluble
froid en milieu aqueux. Elle gZnere des solutions directement visqueuses, sans
Ztapes prZalable de montZe enpi&rature. Moins pourvues en zones lisses, elles
prZsentent des possibilitZs dOagrZgation plus limitZes et montrent des lors des
viscositZs plus faibles et un caractere rhZofluidifiant moins marquZ, ainsi quOun
comportement plus visqueux quOZlastiquepbssibilitZs de formation de gels sont
Zgalement plus limitZes.

Cette Ztude fondamentale de la viscositZ des galactomannanes en lien avec leur
structure permet dOenvisager des applications qui cibleraient prioritairement des
structures de polymeredZfiries pour des applications spZcifiques. Une fraction telle
que la fraction GM25 est intZressante car elle confere de la viscositZ ~ basse
tempZraturé un milieu aqueux, en Zvitant une mde en tempZrature onZreuse,
non indispensable®u risquZe pour la forulation ciblZe ainsi quOune opZration de
mZlange. Cette fraction conserve Zgalement ses propriZtZs viscoZlastiques meme
dans ummilieu ~ la concentration saline significative. A IQinverse, la fraction GM80
est capable de fournir une grande viscositZ, enem faible concentration, ce qui
diminue la charge en additif dOune formulatitWZe Elle nZcessite cependant des
tempZratures plus ZlevZes lors dpd€ation de mZlange.

A ce niveau, deux voies de recherche pourraient encore stre investiguZes pour
amZliorer la connaissance du sujet. DOun point de vue plus appliquZ, il pourrait stre
intZressant de fractionner la gomme de caroube brute en un panel plus large de
fractions, en jouant sur la tempZrature, afin dOidend#&fractions prZsentant des
propriZtZs rhZologiques spZcifiques, en lien avec leur structure et ainsi parfaire
encore un peu plus la conmmasce sur la relation structefienction des
galactomannanedout en envisageant de nouvelles applications et de nouveaux
dZbouchZs pour les framtis produites (ou pour toute autre fibre prZsentant des
caractZristiques similairespOun point de vue plus fondamental, il faut constater
que si la corrZlation entre la prZsence de zones lisses, les interactions intercha’nes et
les proantZs qui en dZdent a ZtZ Ztablie, la prZsence physique des zones de
jonction nOa cependant pas ZtZ dZmontrZe. La RMN en phase solide pourrait stre une
technique intZressante pour dZmontrer la diffZrence de mobilitZ au sein de la
population de mannosyls de gels de galmannanes, qui serait le rZsultat attendu
dOinteractions spZcifiques entre les chaines voisines. Une des difficultZs liZes " la
mise en Tuvre dOune telle dZmarche est la faiblesse du signal des gels pddparZs (
une gamme deoncentration envisageablepour des applicationsindustrielles
potentielles). Cette dZmarche avait ZtZ initiZe dans le cadre de ce travail de
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recherche, maides spZcificitZs de ce type dOZtindeliqueraert une nouvelle
recherche ~ paréntiere (dZpassant le cadre detthese) La tomographie RX pourrait
Zgalement «tre un outil utile ~ cette fin.

Dans une optique de bioraffinage et/ou de production de composZs " plus haute
valeur ajoutZedOautres types de propriZtZs sont plus intZressantes que celles liZes
la rhZologie. La rZsistancet le comportement lors de IOhydrolyse sont plus
spZcifiguement utilésZtudier ef mettre en lien avec la structure.

LOhydrolyse enChigh temperaturewaterE (HTW) a ZtZ utilisZe pour
dZpolymZriser les galactomannanes de caroube. Les rZactions en HTW prZsentent de
grandes similitudes avec IOhydrolyse acide. Dans ces conditions, la fraction GM25
prZsente une plus grande stabilitZ et une meilleure rigsistaOhydrolyse de la
cha’ne (rupturé), vraisemblablement stabilisZe par une prZsence plus importante
de galacteylslatZraux. La fraction GM80 est par ailleurs plus apte ~ IOhydrolyse de
ses galactosyls latZraux (rupture favorisZe par effet anomdrealors quOelle en
possede moins au dZpart que la fraction GM2Be fois encore un lien avec la
distribution des galactosyls le long de la cha’ne principale a ZtZ Ztabli. Plus
schmquement deuxypotheses, non exclusives enttes, ont ZtZ avancZesur
interprZter ces rZsultats surprenants. |l pourrait sOagir dOune interaction plus
prononcZe (par liaisons H ou encombrement stZrique) entre les galactosyls latZraux
des zones densZment substituZes de la fraction GM80. Ces interactions auraient pour
effet de dZstabiliser les liaisohsen les rendant plus labiles. La conformation de la
fraction GM80 en milieu aqueux pourrait Zgalement jouer un r'™le en repoussant les
galactosyls latZraux vers la pZriphZrie (des lors plus exposZs aux conditions du
milieu), sous I0effet des interactions hydrophobes intercha’nes ou intracha’nes des
zones non substituZes en galactosyls (zotieseSE).

Ces hypotheses pourraient stre affinZes par une modZlisatformatique du
comportement conformationel des fractios (sur base de la caractZrisation
structuralerZalisZ)adans les conditions rZactionneIIetenue$pour minimiser leur
Znergle interne). DOun point de vue pratique, il serait intZrégsalementde
dZcliner les conditions HTW ou la matisre source sifii (au niveau de la structure)
pour cibler la production de fragments ou de composZs spZcifiques pour certaines
applications, en tant que molZcules plateforme (HMF, 2F, hexose, etc.) ou en tant
que molZcules " plus haute valeur ajoutZe (gaimznneoligosaccharides).
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Au niveau mZthodologique, certaines amZliorations sont Zgalement possibles.
Cette these ne sOinscrivait pas dans une logique de chimie pure et son objectif nOZtait
pas de mettre au point ou a@®Zliger des techniques de mesures, mais plut™
dOutiliser des mZthodes dOarmligseies de publications scientifiques afin de
comparer les rZsuIta&cquis " ceux de la littZrature sur une meme base. Toutefois,
les nouvelles avancZes (tant mZthodoIoglques qy(tqamﬂ) oule recours ~
dOautres techniques ouvratds perspectives dOamZlioration qualitative de la
quantification ou de IOZlucidation structurale des especes chimiques dont ce travail
fait IOobjet. La finalitZ poursuivie par une telle dZmarche serait diffZteste,
complZmentaire et domout aussi intZressante.
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