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Résumé

Les fruits de myrte (Myrtus communis L.), une espece comestible utilisee a des fins
alimentaires, industrielles et médicinales ont été récoltés dans la région d’ Annaba (Nord-Est,
Algérie). Apres traitement éthanolique a 85% (v/v). L’insoluble éthanolique (précipité EtOH)
aété extrait al’ eau chaude, en utilisant un rapport solide/liquide de 1:40 (p/v) a 80 °C pendant
24 h suivie d'une précipitation a |’ éthanol 70% (v/v). La fraction soluble dans I'éthanol a été
fractionnée par chromatographie d'exclusion stérique (SEC). Les résultats indiquent qu'elle
est congtituée de six fractions P2-(F1, F2, F3, F4, F5, F6), ainsi que P4-(F1, F2, F3, F4, F5,
F6) apres séparation par Bio-Gel P2 et Bio-Gel P4 respectivement.

L’ analyse de la composition en monosaccharides par |a chromatographie échangeuse d'anions
haute performance a détection ampérométrique pulsée (HPAEC-PAD) a montré que le
précipité EtOH est composé d arabinogalactane, rhanmnogalacturonane-l (RG-I) et de
xyloglucane. Les différentes fractions soluble dans I'éhanol sont constituées
d’ arabinogal actane, cyclitols (et/ou alditols) et glucose.

Les résultats de la spectroscopie RMN *H et *C ont montré la présence d’ acides organiques,
anthocyanes, oligosaccharides, glucose, arabinogalactane, cyclitols et glucose dans ces

fractions.

Il est intéressant de noter le taux élevé du glucose libre (65-70 %) contenu dans la fraction

soluble dans I’ é&hanal.

Mots clés: Myrte; Myrtus communis, Baie; Fractionnement; Analyse:. HPAEC-PAD;
Spectroscopie RMN *H et °C.



Abstract

Myrtle fruits (Myrtus communis L.), an edible species used for food, industrial and medicinal
purposes were collected from Annaba (North-East of Algeria). After ethanolic treatment with
85% ethanol (v/v). The ethanolic insoluble (EtOH precipitate) was extracted with hot water,
using a solid/liquid ratio of 1:40 (w/v) at 80 °C for 24 h followed by precipitation with 70 %
(v/v) ethanol. The ethanol-soluble fraction was fractionated by size exclusion chromatography
(SEC). Theresultsindicate that it is composed of six fractions P2-(F1, F2, F3, F4, F5, F6), as
well as P4-(F1, F2, F3, F4, F5, F6) after separation by Bio-Gel P2 and Bio-Gel P4
respectively.

Monosaccharide composition analysis by anion-exchange chromatography with high
performance pulsed amperometric detection (HPAEC-PAD) showed that the EtOH precipitate
was composed of arabinogalactan, rhanmnogalacturonane-l (RG-1) and xyloglucan. The
different ethanol-soluble fractions was consisted of arabinogalactan, cyclitols (and/or aditols)
and glucose.

The results of *H and *C NMR spectroscopy indicated the presence of organic acids,
anthocyanins, oligosaccharides, glucose, arabinogalactan, cyclitols and glucose in this
fractions.

It is interesting to note the high level of free glucose (65-70%) contained in the ethanol
soluble fraction.

K eywords: Myrtle; Myrtus communis; Berry ; Fractionation; Analysis; HPAEC-PAD; *H and
3C NMR spectroscopy.
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| ntroduction générale

Au cours de ces dernieres décennies (2008, 2009, 2010, 2011, 2012 et 2013), de nombreuses
études ont été menées sur |’ extraction et I’analyse structurale de polysaccharides a partir de
fruits comestibles utilisés dans la médecine traditionnelle. Cette valorisation a permis de
préparer des biopolymeres ayant des propriétés fonctionnelles technol ogiques ou biologiques
bien définies. Parmi ceux-ci, le fruit de myrte (Myrtus communis) connait actuellement un
dével oppement de plus en plus prépondérant. |l a atteint le stade industriel dans la fabrication
de confitures, gelées et la préparation de boissons. Les résidus pariétaux, sous produits de
I"industrie des jus de fruits de myrte, peuvent étre isolés et utilisés dans des applications
variées en fonction de leurs diverses caractéristiques.

Les parois cellulaires des végétaux supérieurs sont constitués par des agrégats de molécules
de cellulose appelés .microfibrilles enrobés dans une matrice constitué par divers polyosides
et par delalignine.

En utilisant comme matériel d éude des cellules cultivées in vitro, Albersheim et son groupe
[1] ont montré que les parois primaires, méme lorsqu’ elles proviennent de différentes variétés
de plantes supérieurs, présentent une grande similitude dans leur composition
polysaccharidique tout en montrant des caractéristiques propres a la variété dont elles sont
issues. Directement lié aux microfibrilles de cellulose, on trouve des hémicelluloses de type
xyloglucane. Ces hétéropolysaccharides sont liés a la cellulose par liaison hydrogene, €lles
lui sont certainement associées des la biosynthése permettant de limiter |’association des
chaines entre elles. Elles permettent également de limiter |’ association des chaines entre elles
en constituant des ponts entre microfibrilles.

Les homogal acturonanes, rhamnogal acturonanes, arabinanes constituent un réseau pectique
certainement lié de fagon covalente aux hémicelluloses. Entre les cellules, reliant les parois de
deux cellules adjacentes, on trouve une région intermédiaire, appelée lamelle mitoyenne, qui
constitue le ciment intercellulaire et qui est dépourvu de cellulose.

La détermination de la structure primaire des polysaccharides est couramment effectuée par
I’extraction, la purification, la séparation et la quantification. En général, I'extraction a |’ eau
chaude est la technologie traditionnelle la plus largement utilisée pour |'extraction de
polysaccharide [2]. La purification est souvent réalisée par précipitation a l'éthanol, relargage,
chromatographie d'exclusion stérique (CES) qui est une méthode rapide pour I’isolement et la

caractérisation d'un mélange de composés de différentes tailles et structures [3-4-5-6]. La



separation et la quantification peuvent étre accomplies en utilisant la chromatographie sur
couche mince (CCM), la chromatographie en phase gazeuse (CPG) ou a haute performance
d'échange d'anions avec détection ampérométrique pulsée (HPAEC-PAD), qui a facilement
résolue les problémes résultants de I’ utilisation des autres techniques. La spectroscopie RMN
3C est devenue de plus en plus importante en tant quoutil pour la caractérisation et
élucidation de la structure de sucres et leurs dérivés[7].

Les polysaccharides sont définis par leur structure, leurs propriétés physico-chimiques et par
consequent leurs propriétés fonctionnelles dans I’ application.

C'est en cela que nous avons entrepris d' élucider la structure primaire de polyosides isolés
d’une plante: le Myrtus communis des foréts du Nord-Est algérien.

Comme il S'est avéré qu’aucun travail n’'avait jamais été réalisé sur cette espece, il s'en est
suivi une analyse approfondie au Centre de Recherche sur les Macromolécules Végétales
(Grenoble, France) afin de déterminer la composition et la structure primaire de ces
polysaccharides.

La présente éude comprendra donc trois volets principaux. D’ abord une étude bibliographie
gui comprendra trois chapitres. Elle portera sur la connaissance de quel ques aspects du myrte
commun, puis une analyse des données relatives aux différents polysaccharides pariétaux,
leurs structures et la détermination de leurs structures primaires. Le deuxiéme volet, sera
consacré al’extraction, la purification, la séparation des fractions des fruits de myrte. Enfin,

le dernier volet traiterales différents résultats de |’ étude chimique et physico-chimique.
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|. Généralités

l. 1. Le monde végétal
Le régne végétal, de par sarichesse et sa diversité, peut étre classé en deux grandes

catégories. les plantes vasculaires et les plantes non vasculaires. Les plantes
vasculaires peuvent étre, a leur tour, subdivisées en deux grands groupes. les
cryptogames vasculaires (plantes sans fleurs) et les phanérogames (plantes a fleurs).
Dans les phanérogames on distingue deux classes: les plantes gymnospermes (a
graines nues comme le ginkgo, les coniferes) et les angiospermes (a graines
renfermeées dans un fruit) [8].

Les angiospermes regroupent la majeure partie des plantes, soit environ 250 000
espéces répandues sur toute la terre, mais peu abondantes en milieu aguatique. Elles
se divisent en monocotylédones (céréales, plantes bulbeuses, palmiers, orchidées) et
dicotylédones, de loin les plus nombreuses, comprenant les arbres feuillus et la

plupart des plantes potagéres et industrielles[9].

I. 2. Unefamilled’ originetropicale: lesMyrtaceae

La famille des Myrtaceae est la huitieme plus grande famille de plantes a fleurs, en
comptant plus de 140 genres et environ 5 600 espéces. La classification APGIII [10]
et les travaux récents de Soltis et al. [11] classent |a famille des Myrtaceae au sein
des clades suivants. les Angiospermes, les Eudicotyledoneae, les Rosidae, les
Malvidae et enfin I’ ordre des Myrtales.

Les Myrtaceae sont économiquement de premiére importance pour les industries
pharmaceutiques, agroalimentaires ou cosmétiques, sans compter les nombreux
composés potentiellement bioactifs qu’il reste a analyser et valoriser.

I. 3. Une espece circum-méditerranéenne: Myrtus communis

I. 3. 1. Dénominations selon la nomenclature[12]
Arabe: A’as.

Francais: herbe du lagui, myrte commun.
Anglais: common myrtle, Greek myrtle, myrtle, sweet myrtle.

Espagnol: arrayan, mirto, murta, murt.



[talien: mirtella, mirto, mortella, mortin.
I. 3. 2. Position systématique

Tableau |. 1: Taxonomie de Myrtus communis [12].

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

Embranchement Magnoliophyta

Sous-embranchement Magnoliophytina

Sous-classe Rosidae

Ordre Myrtales

Famille Mytaceae

Genre Myrtus

Espéce communisL.

Variétés M. communisvar. italica L.
M. communis var. baetica L.
M. communisvar. lusitanica L.

I. 3. 3. Description botanique et écologie

Le genre Myrtus est a la fois le type botanique d’une grande famille végétale, mais
aussi son seul genre qui soit indigene en Méditerranée et au Sahara[13].

Myrtus communis L. (myrte commun) est une plante médicinde aromatique,
endémique alarégion méditerranéenne [14] (Figure l.1).

Le myrte commun pousse au niveau de la mer a 500-800 m ddtitude [13], il se
développe au sein des matorrals thermophiles. En Algérie, il est commun dans les
maguis et les foréts du Littoral [15].
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Figurel. 1: Distribution de Myrtus communis [13].

Le myrte commun est un phanérophyte sempervirent, en général de 1.5 a 3 m de
hauteur et dont lalongévité pourrait dépasser les 300 ans [16].

Il Sadapte au sol silicieux, calcaire, on le rencontre plus sur terrain acide, en
compagnie d’ Arbutus unedo L., de Pistacia lentiscus, Quercus suber, Quercus ilex,
Ceratonia siliqua... Occupant principaement | étage thermo-méditerranéen
(moyenne des minima du mois le plus froid comprise entre 3 et 7 °C). En effet, des
les travaux d’ Amigues [17], il apparait que des espéces qui se laissent domestiquer,
les moins résistantes au froid sont, dit-on, le laurier et le myrte, le myrte est méme
encore |le moins résistant.

Le myrte se caractérise par des branches rougeétres (Figure 1. 2 [1]) qui sont tres
ramifiées et ses petites feuilles d' un vert brillant (Figure I. 2 [2]), sont opposeées, tres
rapprochées, subsessiles, ovales-lancéolées aigués, entieres, coriacées, persistantes,
glabres et luisantes et courtement pétiol ées.

La floraison peut débuter a partir de mai-juin et s étale jusqu’ en aolt sous la forme
de fleurs blanches, odorantes, aux pétales d'un blanc éclatant ou taché de rose
(Figure 1. 2 [3-4-5]). Les fleurs sont solitaires, jusqu’a 3 cm de diamétre, isolées a
I"aisselle des feuilles et portées par de longs pédoncules [13]. Le calice a tube soudé

a |I'ovaire présente 5 lobes étalés et la corolle 5 pétales. Les éamines sont



nombreuses a anthéres jaunes forment des touffes ébouriffées. Le style, unique,
présente un stigmate simple.

Le fruit de M. communis est une baie ovale (7-10 x 6-8 mm), et de couleur noir-
bleuétre, quelquefois vert (Figure I. 2 [6-7]). La pleine maturité de ces fruits est
atteinte au mois de novembre. Sous la peau bleu foncé, la chair blanche est plus ou
moins épaisse, parfois presgue entierement résorbée, de saveur &pre, résineuse [13].
Le fruit est divisé intérieurement en trois loges qui renferment des graines
nombreuses courbées en croissant.

Il a été reporté I’ingestion de fruits de myrte par des mammiféres carnivores (renards
Vulpes vulpes et martres Martes spp.), dont le réle en Méditerranée est loin d' étre
négligeable [18]. Les graines sont nombreuses avec des irrégularités de formes et de
tailles. Elles sont réniformes, luisantes, couleur ivoire, et de saveur résineuse (Figure
[.2[8]).

Floraison
3

Fructification })
Diagramme floral y3 ——\\\ .
@) wu;f/”
Griunes ""‘1""
fuwvti
Coupe lnngitndinjle
7 de fleur

Figure . 2: Caractéristiques botaniques de Myrtus communis[13-19].

|. 4. Lesfruits de Myrtus communis

l.4.1. Les mé&abolites

Les métabolites sont des composés organiques qui peuvent intervenir pendant le
processus de métabolisme. Ils sont strictement nécessaires pour le développement,
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I’activité et la reproduction des cellules vivantes. Les métabolites peuvent provenir
de I’ extérieur des cellules ou peuvent étre produits par celles-ci.

Généralement, les activités métaboliques des plantes conduisent a deux catégories de
meétabolites:

l.4.1.1. Métabolitesprimaires
= jls sont présents dans toutes |es especes.

= jlsont un role essentiel dans le métabolisme et |e développement végétal [20].

I.4.1. 1. 1. Acides organiques
Nadkarni [21] a montré que les baies du myrte contiennent des acides organiques qui

sont I’ acide citrique et I’ acide malique (Figure 1.3).

A

e OH

@) O

HO OH OH

O OH

OH
HO

O

Figurel. 3: Structure chimique de |’ acide citrique (A) et de |’ acide malique (B) [22].

. 4.1. 1. 2. Huileessentielle

L’ huile essentielle des fruits de M. communis est extraite par hydrodistillation qui est
ladistillation de liquides non miscibles.

Aidi Wannes et al. [23] ont examinés la composition d'huile essentielle du fruit de M.
communis var. italica au cours de leur maturation et identifiés 47 composés (Tableau

|. 2) dont la concentration a fluctuée au cours de ses différentes étapes de maturation.



Cette anal yse a montré gue les principaux composés monoterpéniques sont: I’ 1.8-

cinéole, 1’acétate de géranyle, le linalol et I’a-pinéne.

Tableau |. 2: Lacomposition d huile essentielle du fruit de myrte [23].

Partie Constituants

Héxanol, tricycléne, a-thujéne, a-pinéne, camphéne, sabinéne, [-
pinéne, myrceéne, o-phellandréne, o8- 3-caréne, a-terpinéne, p-
cymene, limonene, 1.8-cinéole, (E)-B-ocimene, y-terpinene, oxyde
de cislindol, oxyde de trans-linalol, terpinoléne, linaol, bornéol,
Fruit terpinéne-4-ol, p-cyméne-8-ol, a-terpinéol, myrténol, nérol, cis-
carvéol, géraniol, acétate de linalyle, acétate de bornyle, tridécane,
acétate de myrtényle, acétate d'-a-terpényle, eugénol, acétate de
géranyle, acétate de néryle, B-élémene, méthyl eugénol, -
caryophylléne, a-humuléne, allo-aromadendréne, germacréne- D,
thiophene, 2- méthyl butyrate de géranyle, spatulénol, oxyde de

caryophylléne, nonadécane.

l.4.1.1. 3. Acidesgras

Des études sur |'analyse des acides gras des fruits de myrte ont montré que les acides
gras préedominants sont les acides: oléque, linoléique, pamitique et de l'acide
stéarique (Figure |. 4) [23-24].
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Figure I. 4: Structure de I’acide linoléique (A), de I’acide oléique (B), de I’acide
palmitique (C) et de I’ acide stéarique (D) [25].

l. 4. 1. 2. Métabolites secondair es

= ils sont différents selon les espéces.

= ils ne participent pas directement au dével oppement des plantes.

= ils interviennent plutdt dans les relations avec les stress biotiques, abiotiques ou

améliorent I’ efficacité de reproduction [20].

l. 4.1. 2. 1. Polyphénols

l. 4.1.2. 1. 1. Flavonoides

En 2006, Montoro et al. [26] ont dosé les flavonoides des extraits des baies de
myrte. Les résultats ont montrés la présence de 6 flavonoides (Figure 1.5), dont Les
pics mageurs dans le profil de flavonoides correspondent aux myricétine-3-O-
galactoside, myricétine-3-O-rhamnoside et quercétine-3-O-glucoside. Les pics
mineurs identifiés correspondent aux composés suivants. myricétine-3-O-
arabinoside, quercétine-3-O-rhamnoside et myricétine.

Leurs travaux ont permis de suivre |'évolution mensuelle des teneurs en anthocyanes
et en flavonoides dans les extraits conservés al'abri de la lumiére pendant une année.
De la sorte, ils ont pu montrer que les concentrations en flavonoides restent stables



alors que celles des anthocyanes diminuent rapidement au bout de trois mois jusqu’a

S annuler apres six mois de conservation.

Myricétine-3-0O-galactoside, R=0H, R = galactose
Mynicétine-3-O-rhamnoside, RB=0H, B1= thamnose

Quercétine-3-0-glucoside, B=H F1= glucose
Mymicétine-3-C-arabinoside, R=0H, R1= arabinose

Quercétine.-3-0.rhanmnoside R=H. 1= thamnose

Myricétine R=0H, p;=H

Figurel. 5: Lesflavonoides dans les fruits de M. communis[26].

. 4.1.2.1. 1. 1. Anthocyanes

Plus récemment, Montoro et al. [26] ont travaillé sur la stabilité et |’activité
antioxydante des polyphénols extraits des baies du myrte. L’extraction a éé
effectuée par macération des baies dans |’ éthanol a 70% pendant 40 jours. Par
LC/SM-ESI (couplage de la chromatographie en phase liquide a la spectrométrie de
masse en mode ionisation : Electrospray) (350 nm et 520 nm) et CLHP-UV-VIS, ils
ont identifié et quantifié huit anthocyanes (Figure I. 6) dont trois sont des
constituants majoritaires. dont trois sont des congtituants majoritaires. la
delphinidine-3-O-glucoside, la pétunidine-3-O-glucoside et la malvidine-3-O-
glucoside. A des teneurs plus faibles, ils ont également mis en évidence la présence
de cyanidine-3-O-glucoside, paéonidine-3-O-glucoside, de delphinidine-3-O-

arabinoside, de pétunidine-3-O-arabinoside, de malvidine-3-O-arabinoside.
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Delphidine-3-0-ghicoside, B=R1=0H. F2= glucose
Petuidine-3-O-glucoside, RB=0H, R=0CH; . Fa= ghucose
Cyanidine-3-0-glucoside, R=OH. 1 =H. Ri= glucose
Paéonidie-3-0-glucoside, R= OCH3, R1=0H. Ri= glucose
Malvidine-3-0-glucoside, R=R1=0CH: , Ra= glucose
Delphidine-3-0-arabinoside, B=R1=0H. R1- arabinose

Petuidine-3-O-arabinoside | R=O0H.R1=0CH3 Ra- arabinose

MMalvidine-3-O-arabinoside, B=R1=0CH: _ B;- arabinose

Figurel. 6: Schéma des anthocyanes dans les baies de M. communis [26].

. 4.1.2. 1. 2. Acide phénolique
Aidi Wannes et al. [27] ont reportés que les acides phénoliques sont représentés par

I’ acide gallique seulement dans les différentes parties du fruit de myrte (Figure 1.7).

O OH

HO OH

OH
Figurel. 7: Structure de |’ acide gallique [22]
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|. 5. Utilisations

[.5. 1. Utilisation traditionnelle

En Algérie, les fruits sont soit consommeés naturellement soit préparées sous forme
d’infusion contre les diarrhées et comme hypoglycémiant. IIs constituent un reméde
contre ladysenterie, I’ entérite et les hémorragies [28].

En Tunisie [29] ou le myrte est utilise dans le Nord du pays, les fruits sont
recommandés a |’ état frais ou sous forme de décoction pour soulager I ulcere et les
douleurs gastriques. Il est aussi préconisé sous cette forme en gargarisme pour traiter
les gingivites.

Au Maroc [30], e fruit est maché contre les gingivites et les aphtes, 1l est utilisé aussi

pour traiter le diabéte.

I. 5. 2. Utilisation médicinale

Les baies du myrte ont une longue histoire d application dans les industries
pharmaceutiques. Elles sont utilisées pour leurs effets positifs sur la santé humaine,
comme antiseptique, astringent, carminative, tonique des cheveux, analgésique,
cardiotonique, diurétique, anti-inflammatoire, stomachique, néphroprotectrice,

antidote, hémostatique, tonique du cerveau et antidiabétique [31].

[. 5. 3. Utilisation industrielle

Les baies du myrte sont utilisées comme essences aromatiques dans la cuisine, mais
leur utilisation la plus importante est la production de liqueurs [32].

Ces fruits sont aussi utilisés pour faire d’ excellentes confitures, gelées comme c est
le casen Sicile (Italie) et Corse (France) [33-34].

Au cours de ces dernieres décennies, les systemes intensifs de la culture du myrte ont
été établis dans diverses régions du monde et particulierement en Sardaigne (ltalie),
afin d'assurer alafois un approvisionnement constant de matériel de bons fruits pour

I'industrie de liqueur et la préservation des populations de myrte naturelles [35].

I. 5. 4. Utilisation culinaire
Les valeurs nutritionnelles des baies du myrte ont été déterminées par Aydyn et

Ozcan. Les constituants sont: Huile brute (2.37%), huile essentielle (0.01%), protéine
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brute (4.17%), fibre brut (17.41%), énergie brute (11.21 Kcal/g), sucre réducteur
(8.64%), tannin (76.11 mg/199 g), cendres (0.725%), extrait soluble dans I'eau
(52.94%) [36].

Dans tout le bassin méditerranéen, les fruits du myrte, frais ou séchés, servent de
condiment, en particulier avec lavolaille et le gibier. A Chypre et en Turquie, ils sont
communément vendus sur les marchés [33].

Le fruit avant la découverte du poivre, servait a assaisonner certains aliments. Les
romains |I’employaient pour aromatiser | huile d’ olive. Les grecs modernes mangent

encore ces baies lorsgu’ elles sont mares. Les oiseaux en sont tres avides [37].
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1. 1. Lesglucides

Les glucides représentent avec les protéines, les lipides et les acides nucléiques I’ une
de quatre grandes classes de constituants de la matiére vivante.

Ils sont des polyalcools porteurs d’ une fonction aldéhye ou cétone et répondant a la
formule brute (CH,O)n. Les plus abondants des oses ou sucres simples
(monosaccharides) sont des pentoses (CsH100s) et des hexoses (CeH120g).

Le D-glucose est I unité structurale ou le précurseur des polyosides les plus répandus
dans la nature tels que I’amidon ou la cellulose. Aliment énergétique majeur des
cellules[38].

[1. 1. 1. Lespolysaccharides
Les polysaccharides ou glycanes sont formés de monosaccharides liés entre eux par
des liaisons glycosidiques qui peuvent avoir la configuration a ou . En général, on
appelle polysaccharides ceux qui sont composés de plus de dix unités
monosaccharides, le degré de polymérisation (DP) et supérieur a 10, le DP peut
compter plusieurs milliers d’unités. La longueur de la chaine, le nombre et le type
d’unités latérales et la charge chimique de la molécule influent sur les propriétés
fonctionnelles, comme la viscosité, |a capacité de rétention d’ eau et la réticulation.
Les polysaccharides peuvent étre composés d'un seul type de monosaccharide
(homoglycane) ou de plusieurs monosaccharides différents (hétéroglycane).
Les polysaccharides sont présents dans la plupart des organismes vivants et ont des
fonctions structurales ou métaboliques. Ce sont principal ement des substances :

e structurales (cellulose, hémicellul oses, pectines, chitine, mucopolysaccharides).

e de réserve (amidon, fructanes, galactomannanes, glycogene).

e liant |” eau ou hydrocolloides (agar, pectine, mucopolysaccharides).
Les polysaccharides existent largement dans les plantes, les micro-organismes
(champignons et bactéries), les algues et les animaux. IlIs jouent un réle important
dans la communication cellulaire, I'adhérence des cellules, et la reconnaissance
moléculaire dans le systeme immunitaire. Au cours de ces dernieres années, certains
polysaccharides bioactifs isolés de sources naturelles ont attiré beaucoup d'attention
dans le domaine de la biochimie et de la pharmacologie. |lIs présentent diverses
activités biologiques. Une étude a été rapportée par Aouadi et al. qui montre
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I’activité antitumorale de polysaccharide extracellulaire de Laetisaria arvalis
(Basidiomyceéte) [39].

[1. 2. Structure et composition polysaccharidique de la paroi végétale

[1. 2. 1. Organisation de la paroi cellulaire végétale

La paroi végétale est un composite pluristratifié et hiérarchisé. Elle est composée
d'un assemblage de divers polyosides (cellulose, hémicelluloses et pectines)
imprégnés de composés phénoliques dont les lignines [40-41] sans exclure
I'intervention de certaines protéines [42]. La nature et |es proportions relatives de ces
différents polymeres varient selon la plante considérée et son développement [43].

Le composant principal de la cellule végétale est |’ eau, elle représente généralement
70 290% de la masse ou du volume. La paroi cellulaire est I’ éément déterminant de
la structure, ele lui donne sa morphologie et sa rigidité. Grace a leur capacité a se
lier a de grandes quantités d'eau, les parois des cellules végétales peuvent étre
utilisées en elles mémes comme des agents épaississants pour fournir des textures
souhaitées dans certains aliments [44]. Les composants de la paroi cellulaire issus
des fruits et légumes font partie également d un des principaux apports en fibres
alimentaires, celles-ci sont résistantes a la digestion et a |’ absorption dans I'intestin
gréle humain, dont la fermentation compléte ou partielle a lieu dans le gros intestin
[45]. Ainsi, les composants de la paroi cellulaire ont des roles a la fois physiques et
physiologiques dans les sources alimentaires [46].

Lastructure de la paroi cellulaire peut étre divisée en trois niveaux: la paroi primaire,
laparoi secondaire et lalamelle moyenne (Figurell. 1).

[1.2.1. 1. Lamelle mitoyenne

La lamelle moyenne est une membrane qui connecte les cellules individuelles pour
former les tissus. Elle est composée principalement de substances pectiques. Ainsi, la
pectine, agit comme un « ciment » pour la plupart des tissus [47] elle conditionne

donc lacohésion intercellulaire.
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Figure 1l. 1. Modéle simplifié représentant les différents constituants des

paroiscellulaires végétales [48-49].

[1.2. 1. 2. Paroi cellulaire primaire

Laparoi cellulaire primaire est une paroi fine, souple, de faible résistance mécanique,
c'est la base du squelette végétal. Elle est composée de polymeres de différentes
natures. 60 a 85% de polyosides et 6 a 11% de protéines. En complément de ces
groupes principaux, on trouve aussi 2 a 4% de lignine, 1 a 1.5% de graisses et 4 a
12% de matiére minérale [50].

Carpita et Gibeaut [51], considérent |’ existence de deux modéles d’ organisation de la
paroi primaire (repris par Carpita et McCann) [52]. Le type | est représentatif de la
plupart des plantes dicotylédones et de quelques monocotylédones (Figure 1. 2). Le

type I, spécifique de la plupart des monocotyl édones.
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Figure II. 2: Représentationschématique de la paroi primaire de type | (d'apres
Carpitaet McCann) [52].

[1.2.1. 3. Paroi cellulaire secondaire

La paroi secondaire apparait en fin de différentiation et correspond a un
€paississement qui se superpose a la paroi primaire, ce qui augmente larigidité et la
résistance mécanique de la paroi [50].

La paroi secondaire est principalement constituée de cellulose, hemicelluloses et
lignines présentent sur trois couches successives S1, S2 et S3, se distinguant par
I’ orientation de leurs fibres de cellulose, et conférant une grande résistance ala paroi
[53].

I1. 2. 2. Lespolysaccharides pariétaux
La paroi végétale est donc principalement constituée de plusieurs macromolécules
étroitement liées entre elles.
On distingue, généralement, trois composés majoritaires:
% Lespectines
% Leshémiceluloses
« Lacdlulose

[1.2.2.1. Celulose
La cellulose représente le composé structural de base des parois cellulaires des

végétaux supérieurs et est, de ce fait, le constituant organique majoritaire des plantes
et le plus largement synthétisé sur Terre [54-55].
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D’un point de vue structural, la cellulose est un polysaccharide de la série des B-D-
glucanes dont le motif répétitif est la cellobiose, constitue de deux pB-D-
glucopyrannoses (Figure 1. 3). C'est donc une molécule linéaire constituée d’'un
enchainement de (1—4)-B-D-glucopyranose avec un degré de polymérisation variant

entre 400 et 14 000 en fonction de I’ espece veégétale d origine [54-56-57-58].

macrofibrille g

cellobiose b microfibrille
H OH  CHOH H OH  CHOH H OH  CHOH
(0] 0
ovon wy M - 0" Hg OvoH HY HI’JH o
H o H H g0 W o H S————
CH,OH H OH  CHOH H OH  CHOH H OH

chaine de glucose

Figure 11. 3: Molécule de cellulose et modélisation de I'assemblage des fibres
cellulosiques [53].

La structure fibrillaire trés condensée de la cellulose expligque sa haute résistance aux
attaques chimiques (la cellulose est insoluble dans I'eau) [56], mais également sa
haute résistance mécanique a la traction, qui implique son emploi fréquent dans les
textiles et cordages [48-59].

1. 2.2. 2. Leshémicelluloses

C'est le second polymeére d origine naturelle par ordre d’ abondance dans la nature,
apres la cellulose. Leur concentration et leur structure dépendent du type de plante et
de la localisation des cellules dans la plante [60]. Elles participent avec les autres
COMPOSEs pariétaux au maintien de I’ intégrité des tissus de la plante. Leur capacité a
absorber des grandes quantités d'eau serait al’ origine du comportement plastique et
del’ éadticité des parois cellulaires.

Les hémicelluloses sont des polysaccharides amorphes dont le DP est inférieur & 200
[61], constitués d'un squelette d' unités osidiques (ex. glucose, mannose, et xXylose),
substituées par d’ autres unités pyranosyle ou furanosyle et par des acides uroniques
(ex. acide glucuronique, acide 4-O-méthylglucuronique) [62].
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I1.2. 2. 2. 1. xyloglucanes

Les xyloglucanes constituent la famille prédominante des hémicelluloses chez les
dicotylédones. Leur chaine principale est formée de résidus glucose liés B-(1—4).
Sur cette chaine principale sont greffées des chaines latérales contenant soit
uniquement des résidus xylose, soit un disaccharide [xylose—galactose] soit encore
un trisaccharide [xylose—galactose—fucose].

Les proportions des différents constituants et le degré de substitution peuvent varier

donnant lieu a différents xyloglucanes [63].

—4)-B-D-Glcp-(1—4)-p-D-Glep-(1—4)-B-D-Glep-(1—4)-B-D-Glep-(1—

6 6 6
0 T T
1 1 1
a-D-Xylp u-D-Xylp o-D-Xylp
2 2
T T
1 |
p-D-Galp B-D-Galp
2
T
|
o-L-Fucp

Les liaisons B-(1—4) rigidifient la molécule et lui permettent de se lier aux
microfibrilles de cellulose par de nombreuses liaisons hydrogene [64-65] (Figure I1.

4) et octroient ainsi a ces dernieres la souplesse nécessaire a leur mouvement.

hémicellulose
(XG)
~
microfibrille
de cellulose

Figurell. 4: Représentation schématique du réseau cellulose/hémicellulose [53].

Il.2.2. 3. Lespectines
Les pectines sont une famille importante de polysaccharides hétérogénes dans les

parois cellulaires des fruits [66] (Figurell. 5).
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Les pectines ont pour structure de base un enchainement linéaire d’ unités acide D-
gaacturonigue (galacturonanes). Des molécules de rhamnose peuvent s'intercaler
entre les motifs acide galacturonique grace ades liaisons 1 —»2, ce qui provoque une
déviation de I’axe de I'hélice tres voisine de 90°. Cette chaine peut porter des
branchements latéraux (glucanes, galactanes, xylanes, arabanes) au niveau des
fonctions alcools secondaires. Ces mémes fonctions peuvent étre acétylées ce qui
leur confére un faible pouvoir gdlifiant. Les zones a taux éevé de sucres neutres sont
appel ées «zones chevelues ou hérissées», aors que les zones constituées uniquement

d’ unités acide galacturonique sont dites « zones lisses » (Figure I1. 6).

Homogalacturonane Xylogalacturonane R_]nmnog1l1ctllrun1nll
COBLHEO0000V0aH0 m
Rhamnogalacturonane |
Arabinogalactane I -\r1b1n1ne
légende Arabinogalactane IT
O a-L-Acsfa O [-DDhaph < pD-GalpA o a-D-Xylp ;% \a
@ [}-D-Apif ® o-L-Fucp ¥ [1-D-Gleph © [-D-Xylp
L PR O elL-Galp £ Kdop B «-D-GaloA methylester
C)P.-L-A'ar V p-D-Galp W -L-Rhap Q 2-0-Ac-a-D-Galph m
& w-L-Arap O u-D-Galph O p-L-Rhap B 2-0-Me-u-D-Xylp

Figurell. 5: Représentation schématique de la structure des pectines d’ aprés
Vincken et al. [67].

Les groupes carboxyle de I’acide galacturonique peuvent étre estérifiés par un
groupement méthyle. Cette estérification joue un role important sur les propriétés
physico-chimiques des pectines, notamment sur la formation de gels. Deux
catégories peuvent ainsi étre distinguées :

- Les pectines «hautement méthylées (HM)» ayant un DM > 50%, mgjoritairement
présentes dans la nature.

- Les pectines «faiblement méthylées (FM)» ayant un DM < 50% obtenues a partir
des pectines HM par différentes réactions chimiques.

Les pectines jouent un rdle dans le transport des ions et la réention d'eau, ils sont
impliqués dans les mécanismes de défense contre les infections par des agents
pathogeénes des plantes [68]. La quantité de substances pectiques dans le végéta
varie fortement en fonction de son origine, de la variété et aussi du stade de

croissance.
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A

Régioms « lisses » Régions « hérissées »

"
A

Figure 1l. 6: Structure des substances pectiques avec les zones «lisses» et

«hérissées» d' apres Voragen et al. [69].

Le terme «protopectine» est souvent utilisé pour désigner les fractions de pectine
natives dans les parois cellulaires qui ne peuvent pas étre extraites par des méthodes
non biodégradables (acide ou base) [68].

[l.2.2. 3. 1. Homogalacturonane

La pectine maeure est |I’homogalacturonane ou Galacturonanes (HG), un
homopolymeére linéaire constitué de résidus d’acide o-p-galactopyranosyluronique
liés par des liaisons a-(1—4). Les HGs peuvent, dépendre de la source végétale, elles

peuvent aussi étre partiellement O-acétylés en C-3 ou C-2 [70-71].
—[4)-a-D-GalpA—(1]—

[1. 2. 2. 3. 2. Rhamnogalacturonane
On en distingue deux types:. les rhamnogal acturonanes de type | (RG-I) dans lesquels
les unités acide galacturonique sont intercal ées par des résidus de rhamnose. L’ unité

de répétition disaccharidique est donc:

—4)-a-D-GalpA—(1—-2)- pL-Rhap-(1—
Entre 20 et 80 % des résidus rhamnose peuvent étre ramifiés en O-4 par des chaines
latérales plus au moins longues d’ arabinanes, de galactanes ou d’ arabinogal actanes.

Letype et le degré du substituant varie en fonction du tissu végétal et de son stade de
croissance [72].
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Les rhamnogalaturonanes de type Il (RG-11) ont une structure beaucoup plus
complexe et forment une famille de polysaccharides pectiques moins fréguente. En
effet, leur sguelette est un homopolymeére galacturonique ramifié en position 3 par
des chaines latérales contenant une grande diversité d’ oses et de liaisons osidiques.
Parmi ces oses, sont présents des résidus rhamnose, fucose, arabinose, Xxylose,

galactose, glucose et acide galacturonique.

I1.2.2. 3. 3. Arabinanes

Les arabinanes constituent les chaines latérales les plus répandues des pectines. Elles
présentent une composition glucidique homogene et moins complexe. En effet, elles
sont constituées uniquement d’unités a-L-arabinofuranose, liées entre elles par des
liaisons o-(1—5), et qui peuvent étre substituées en position O-3 et/ou O-2 par un

autre o-L-arabinofuranose [73].

—5)-0-L-Araf-(1—5)-0-L-Araf~(1—>5)-a-L-Araf~(1—
’;

R 2ou3

t T

| |
o-L-Araf o-L-Araf

Il. 2. 2. 3. 4. Galactanes

Les galactanes ne contenant que des résidus galactopyranose sont de loin les plus
rares dans le monde végétal ou difficilement extractibles sans dégradation. 1l s agit
d’un homopolymeére formé d’unités galactopyranose li¢es B-(1—4).

Ce squelette peut porter un seul résidu galactose en position O-6 [73-74].

—4)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-Galp-( 1 -4)-B-D-Galp-(1—
6

T,
1
(-D-Galp

[1.2. 2. 3. 5. Arabinogalactanes
Si les galactanes pures sont peu répandues dans la nature, les parois végeétales
contiennent des galactanes plus au moins ramifiées par des résidus arabinose

appelées arabinogaactanes. D’un point de vue structural, on en distingue deux
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classes. D’une part, les arabinogalactanes de type I, naturellement associées au
sguel ette pectique, notamment aux rhamnogal acturonanes. Elles sont constituées de
chaines linéaires d'unités D-galatopyranose liées B-(1—4), sur lesquelles sont
attachées en position O-3 des unités D-gaatopyranose et des unités
L-arabinofuranose liées (1—5) [73-74].

D’autre part, les arabinogal actanes de type |1, plus répandues dans la nature. Elles
sont constituées d’une chaine principale B-(1—3)-galactopyranose sur lagquelle
peuvent se greffer en position O-6 des chaines latérales. Ces chaines sont formeées de
courtes chaines d’unités galactopyranose liées en B-(1—6) et arabinofuranose liées
en o-(1—5). Ces chaines latérales peuvent €tre substituées soit par des résidus de

gal actose ou encore des unités arabinose d’ ou leur complexité structurale [74].

—4)-p-p-Galp-(1-4)-p-p-Galp-(1—-4)-p-0-Galp-(1—-4)-p-p-Galp-(1—
3 3 3

o)

/|\ o o
1 1 1
a-L-Araf p-p-Galp o-L-Araf
5
|
o-L-Araf

23



Partielll

Structure primaire des polysaccharides



[11. 1. Extraction

Le fractionnement de la matiere végétale, fonction de sa composition chimique et de
sa structure, consiste en un enchainement d’ opérations d’extraction, de séparation
(Figure 111.1), voire de purification, permettant d'isoler un ou plusieurs constituants
de la matiére végétale, en préservant s possible les autres, en vue de leur
transformation ou de leur séparation ultérieure [60].

Le choix des conditions opératoires de la méthode d’ extraction est essentiel pour
garantir la fiabilité des résultats ultérieurs. Certes, I’ extraction doit répondre a trois
critéres fondamentaux : étre quantitative, sélective et non atérante. On distingue en
général deux types de matériaux végétaux. Les matériaux constitués de cellules a
paroi primaire, généralement du parenchyme, qui sont trés riches en pectines, et les
matériaux composés de cellules a paroi secondaire habituellement dénués de pectines

mais riches en hémicelluloses et lignine [75].

| Matiére permiére

Extraits végétaux

|Dispersior1 dans l'eau |

| Solubilisation | | Pas de solubilisation ‘

4..—-"'—’—'-'_"__-—‘-‘_‘_‘_‘-‘_'"--_
| Dans 'eau chaude | A pH éleve |

| }

| Séparation solide/liquide |

Insoluble «— Insoluble —* hiatiere soluble

b -
Solution de polysaccharde Solution de polysaccharide Suspension de polysacchande
insoluble

Coagulation

r - -
Par I'éthanol Par mi acide

Séparation solide/liquide et lavage

*

Séchage et brovage

Figurelll. 1: Schémagénéra de I'extraction des glycanes [76].

[11. 2 Purification
Les polysaccharides dans les tissus végétaux peuvent étre intimement liés a d’ autres
molécules comme les protéines, |les acides nuclé ques, d’ autres polysaccharides ou de

matieres de faible masse moléculaire. Pour caractériser un polysaccharide il est
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nécessaire de I’isoler comme une entité homogene. Il n'existe pas une technique
géné&ale de purification de tous les polysaccharides. La technique employée dans
chague cas dépend des contaminants a éliminer et des propriétés du polysaccharide a
étudier [77].

La purification d’'un polysaccharide consiste a éliminer les impuretés en dissolvant
les polysaccharides extraits dans |'eau et en les précipitant par des solvants
organiques tels que I’ é&hanoal, I’ acétone ou la pyridine [ 78]. Certains polysaccharides

peuvent étre precipités d’ une solution en gjoutant des selsou en variant le pH [77].

[11. 3. Etude structurale des polysaccharides

L'étude structurale des polysaccharides, doit permettre de déterminer:

1) Composition osidique qualitative et quantitative. 2) Configuration absolue des
oses. 3) Position des liaisons interglycosidiques. 4) Anomérie des liaisons. 5)

Localisation des substituants non glucidiques.

I. 3.1 Identification et dosage des monosaccharides

[11.3. 1. 1. Hydrolyse du polysaccharide
L’ analyse globale du polysaccharide met en jeu des méthodes d’ hydrolyse totale. Le

principe consiste a hydrolyser les liaisons glycosidiques des macromolécules de la
paroi  pour obtenir uniquement des sucres monomeres al’ aide de différents acides.

1) Acides minéraux: I’acide sulfurique (H,SO,) est trés généralement utilisé, soit
directement en solution diluée a 100 °C, soit en faisant précéder cette étape d'une
préhydrolyse par une solution concentrée a 72% a température ambiante.

2) Acides organiques: parmi lesquels, l'acide trifluoroacétique (TFA), qui étant
volatil offre I’avantage d'étre facilement éiminé en fin d'opération. Il a éé plus
particulierement adopté pour I'hydrolyse des polysaccharides de parois cellulaires

veégétales.

[11. 3. 1. 2. La chromatographie échangeuse d'anions haute performance a
détection ampérométrique pulsée (HPAEC-PAD)

La HPAEC-PAD est une technique qui permet la séparation et la quantification des
monosaccharides neutres et acides [79].
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Cette configuration est celle qui est la plus répandue et est commercialisée par
DIONEX Corporation (Dionex ICS 3000).

Les colonnes HPAEC utilisées pour les polysaccharides sont munies de résine
échangeuse danion. Par exemple, la colonne Dionex PA1, optimisée pour la
seéparation de mono-, di-, oligo-, et les polysaccharides de faible poids moléculaire.
Les systémes HPAEC utilisent typiquement |’ hydroxyde de sodium comme éuant
pour séparer mono- et disaccharides, pendant que les duants pour les grosses
molécules incluent souvent |’ acétate de sodium pour augmenter la force ionique. Le
détecteur de choix pour I’'HPAEC est le détecteur ampérométrique pulsé (PAD). En
géné&al, |I'ampérométrie mesure le changement dans le courant résultant de
I’ oxydation ou la réduction d’un composé dans une éectrode. Dans le PAD, c'est le
changement dans le courant résultant de I’oxydation de polysaccharides dans une
électrode d'or ou de platine qui est mesuré[79].

Les différents oses sont identifiés par leur temps de rétention spécifique et quantifiés
aprés intégration du signa (Chromeleon management system Dionex) par
comparai son avec |es monosaccharides témoins [80].

Une éude rapportée par Boual et al. [81] sur I'extraction et la caractérisation
partielle des polysaccharides hydrosolubles des feuilles de Plantago notata Lagasca
utilise laHPAEC-PAD.

[11. 3. 2. Déermination de la configuration absolue des résidus
glycosidiques
L'appartenance aux séries D et L est classiquement obtenue par la valeur du pouvoir

rotatoire du sucre ou par I’emploi d'enzymes spécifiques [82].

[11. 3. 3. Position des liaisons glycosidiques

L’introduction en 1964 par Hakomori d’'une nouvelle méthode de méthylation
aliant simplicité et efficacité arendu possible I’ analyse des pol ysaccharides sur des
micro-quantités [83]. L identification des oses partiellement méthylés résultant de
I” hydrolyse des polysaccharides perméthylés est rapide grace a I’ utilisation de la

spectrométrie de masse couplée ala chromatographie en phase gazeuse.
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[11. 3. 4. Déter mination de la séquence glycosidique

[11. 3. 4. 1. Dégradation de Smith [84]

La dégradation de Smith met en jeu une hydrolyse ménagée du polyalcool obtenu par
réduction du polyaldéhyde. Cette hydrolyse a pour effet de ne couper que les liaisons
acétaliques, moins résistantes que des liaisons glycosidiques qui €elles ne sont pas
clivées. On peut ains obtenir des renseignements sur la séquence d'un certain

nombre d'oses al'intérieur de la chaine [82].

[11.3.5. Anomérie desliaisons

Le trioxyde de chrome en présence d'acide acétique clive, avec une grande
stéréosélectivité, les glycopyranosides acétylés orientés de facon équatoriale (P) alors
que les glycosides acétylés orientés axialement (o) ne réagissent pas. Cette réaction

est donc utilisée pour la détermination des anomeries de liaison [85].

I11. 3. 6. Spectroscopie de Résonance M agnétique Nucléaire (RMN)

La RMN est une technique non destructive qui permet d obtenir et/ou de confirmer
de nombreuses informations structurales relatives au polysaccharide.

Les deux techniques les plus couramment employées sont la RMN du proton (RMN-
'H) et laRMN du carbone 13 (RMN-*3C).

e RMN 'H

Cette méthode nécessite peu de produit purifié mais elle offre une résolution
moyenne lorsque I’ échantillon est un polymere du fait du nombre trés important de
signaux recuelllis.

Pour simplifier les analyses, les hydroxyles sont transformés en deutérioxyles par
échange dans |’eau lourde. Ainsi, seuls les signaux des protons apparaissent, les
noyaux deutérium résonnant dans une autre gamme de fréguence. Les protons
anomé&riques (H1) se détachent assez bien des autres pics: leurs déplacements
chimiques (5) indiquent 1’anomérie a ou p.

eRMN-°C

La RMN-'3C & transformée de Fourier est ici obligatoire du fait de la faible quantité
de carbone 13 rencontrée naturellement (1.1%). Cette technique nécessite donc plus

de produit (environ 50 mg) que la RMN-H pour obtenir un spectre correct. Les
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informations fournies (par exemple le nombre de résidus osidiques dans I’ unité
répétitive) sont néanmoins trés claires.

LaRMN malgré la complexité des spectres obtenus, est un outil efficace pour I’ étude
structurale: les investigations de la structure du polysaccharide de Cynomorium

songaricum (CSPA) [86] en sont un exemple.

[11.3.7. Degré de polymérisation
Depuis ces derniéres années, la HPSEC ("High Performance Size Exclusion
Chromatography") constitue une méthode tres puissante de caractérisation physico-
chimique des macromolécules. |l s'agit d'un appareil de type Waters équipé de
colonnes chromatographiques de perméation sur gel Shodex ohpak 804,803 et 802
muni de trois détecteurs montés en séries:
-Un réfractomeétre différentiel qui permet de déterminer la concentration réelle de la
solution injectée.
-Un viscosimetre composé de trois capillaires qui permet de déduire la viscosité
intrinséque de la solution.
-Un appareil de diffusion de la lumiére qui permet alors d’ accéder a la masse
moléculaire moyenne en nombre et au rayon de giration a partir de la méthode de
Zimm.
L’ appareil est piloté par un ordinateur équipé du logiciel ASTRA qui permet de
faire les calculs automatiquement et d’obtenir les masses molaires moyennes en
nombre.
Une application de ce procédeé a la caractérisation de quel ques galactomannanes est

rapportée par Kappor et al. [87].

Les polysaccharides hydrosolubles extraits des plantes sont des sources intéressantes
d’additifs dans les applications industrielles, particulierement les applications
alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques a cause de leur capacité a modifier les
propriétés fonctionnelles des produits dans lesgquels ils sont incorporés [88]. Ces
polysaccharides végétaux étaient d’ abord utilisés dans la cuisine traditionnelle depuis
des décennies pour épaissir et donner de la saveur aux sauces avant d étre
couramment disponibles et valorisés comme gommes industrielles [89-90]. Le choix

d’'un polysaccharide pour une application industrielle donnée dépendait presque
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exclusvement de la routine d'utilisation et de I'expérience de I'utilisateur.
Cependant, de nos jours, la connaissance de la composition et de la structure de ces
macromolécules est utile et permet avec certitude le choix d'un biopolymere
approprié pour une application spécifique [88].

C'est dans cette optique que les fruits du myrte couramment utilisés en cuisine
traditionnelle en Algérie pour leurs propriétés astringentes ont besoin d'étre
caractérisés pour maitriser et évaluer leur potentiel d’ utilisation.

Le présent travail vise a caractériser sur le plan chimique les polysaccharides
hydrosolubles du myrte. |l consiste spécifiquement a extraire les polysaccharides, a
identifier et quantifier les monosaccharides constitutifs de ces derniers. Par ailleurs,
selon les pratiques ménageres, la démarche du travail s est appuyée sur une premiére
étape selon laguelle la technique d extraction a chaud améliore le rendement en
polysaccharides hydrosolubles et par la suite la caractérisation chimiques et

physicochimiques des hydrocolloides présents dans le fruit.
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. Matériels et méthodes

I. 1. Matieres premiéres
Notre travail a été réalisé sur les fruits de Myrtus communis. Ces fruits en maturité

ont été récoltés dans larégion d’ Annaba (Séraidi) en Janvier 2010.
Les fruits ont été isolés manuellement et sélectionnés en fonction de I’ uniformité de

taille et de couleur (Figurel. 1).

Figurel. 1. Fruits de Myrtus communis.

|. 2. Taux decendre

L’ échantillon broyé (878.1 mg) est placé dans des creusets en céramique. Il est seché
a100 °C pendant 4 h 30 puistraité a 300 °C pendant 30 min et enfin calciné a 550 °C
pendant 5 h.

Aprés cette pyrolyse, le taux de cendre est obtenu par peser aprés retour de

I’ échantillon ala température ambiante dans un dessiccateur.

|. 3. Extraction de précipité EtOH

. 3.1.Traitement de fruit du myrte avec I'éhanol (85%)
Les fruits de myrte (1000 g) sont dispersés dans I'éthanol a 85% (v/v). Le mélange
est aors placé dans un bain marie et porté & ébullition sous reflux pendant 1 heure.
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IIs sont ensuite lavés avec la méme solution éthanolique puis filtrés, et les résidus
sont séchés dans une étuve ventilée ajustée a 40 °C.

Apres séchage, les fruits sont soigneusement épluchés ala main de fagcon a éiminer
les graines, le reste est broyé en une poudre fine dans un broyeur (IKA® A11 basic).
Une quantité de 20 g de la poudre séchée est extraite a |'eau chaude avec un rapport
solide/liquide de 1:40 (p/v), Taboada et al. [91]. Apres agitation vigoureuse a 80 °C
pendant 24 h, le solide est éliminé par centrifugation a 9000 rpm pendant 30 min.
L'éthanol est gouté lentement au surnageant tout en agitant pour obtenir une
concentration finale de 70% v/v. La solution résultante est maintenue pendant une
nuit a 4 °C. Le précipité éhanolique est séparé par centrifugation a 9000 rpm
pendant 30 min. Il est alorslavé al’aide de I’ éthanol 80% ; 90% et 100% puis seché
a40 °C pendant 48 h.

Les procedures d extraction et de caractérisation du précipité éthanolique sont

résumés dans lafigurel. 2.
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Fruits de myrte

!

Chauffage areflux par I’ éthanol 85%

!

20 g de poudre séche

{

Extraction al'eau chaude (1:40 p/v a 80 °C) pendant 24 h sous agitation vigoureuse

!

Centrifugation (9000 rpm, 30 min) v

Résidus pour d’ autres recherches

Préci pitation éthanolique (70% v/v), pendant une nuit a4 °C

I

v

Fraction soluble dans I’ éhanoal

Centrifugation (9000 rpm, 30 min)

'

Précipité éthanolique
!

' l

Analyse de la composition de sucre neutre / acide par HPAEC-PAD apres RMN H!
hydrolyse acide

Figurel. 2: Schémade I'extraction et de la caractérisation du précipité éthanolique a
partir de fruits (Myrtus communis).
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|. 4. La chromatographie d’exclusion stérique (CES)

l.4. 1. Principe
La CES est une technique rapide et facile a mettre en ceuvre, son principe est baseé sur

la partition par interactions physiques entre deux phases, I’une est appelée la phase
stationnaire constituée d’ un gel réticulé, I’ autre est la phase mobile (solvant) selon le
principe de tamis moléculaire. L’ appareillage nécessaire (Figure 1. 3) est d'une
relative simplicité, outre un réservoir de solvant, I’équipement est constitué d une
pompe capable de pousser la phase mobile, un injecteur atravers lequel est introduit
une solution diluée de polymere et les colonnes contenant la phase stationnaire. A la

sortie des colonnes, on trouve un détecteur.

Pompe _
Valve d'injection Ordinateur
0 Détecteur

o
]
3
3
]

Réservoir de solvant T T Solvant usé

Figurel. 3: Représentation schématique d’ un appareillage de SEC [92].

La phase mobile est injectée en téte de la colonne en méme temps que la solution de
polymeére. Le solvant passe a travers la colonne a un débit constant, engendrant un
gradient de pression au sein de la colonne. Sous I'effet de cette pression, les
molécules constitutives de I’échantillon, passent auss a travers la colonne.
Cependant les molécules parcourent des chemins plus ou moins long en fonction de

leur capacité a pénétrer les pores. Les petites et moyennes molécules diffusent
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librement dans les pores de toutes tailles et sont éuees plus tardivement, quant aux
molécules les plus grosses, leur volume peut les empécher de pénétrer les pores et
sont exclues de la phase stationnaire (d’'ou vient I’expression d exclusion stérique)
(Figure. I. 4).

Chaque phase stationnaire est donc adaptée a un domaine de séparation exprimee
sous forme de deux masses, supérieure et inférieure, au-dessus et au-dessous
desquellesil n'y apas d’ effet de séparation possible. Pour augmenter ce domaine, on

peut mettre bout a bout 2 ou 3 colonnes [92-93].
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A ardre
2 decroissan: de
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Fractionnement ou séparation selon le volume hydvodiynamigue des chaines

en soluiion

Figurel. 4: Principe de la chromatographie d’ exclusion stérique [94].

|.4.2. Protocole

Premierement, |'échantillon a été lavé a travers deux colonnes thermostatées a 60 °C
(2: 1.5 cm x 1 m) connectées en séries et emballées avec du gel de polyacrylamide
Biogel P2 aun débit de 0.5 ml/min. Deuxiément, I'échantillon a été lavé atravers une
colonne emballée de gel de polyacrylamide Biogel P4 (&: 5 cm x 1 m) a un débit de
1.8 ml/min et une pression de 1 bar. L'éluant est de |’eau distillée. La détection est
réaisée via un réfractometre différentiel (R14 daprés Knauer) qui donne des
informations sur |”indice de réfraction dn/dc.

Les procédures de fractionnement par CES et de caractérisations des fractions

solubles dans I'éthanol sont représentés dans lafigurel. 5.
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La fraction soluble dans I’ éthanol

v
Concentration dans un évaporateur rotatif
v
Le volume est gjusté a 20 ml avec de I'eau distillée
v
v v
1ml (x2)5
v v
Separations sur colonne de Bio-Gel P2 Passage atravers une colonne de Bio-Gel P4
! v
Récupération de six fractions: P2-(F1, F2, F3, Récupération de six fractions: P4-(F1, F2, F3, F4,
F4, F5, F6) F5, F6)
¥ v
RMN *H de toutes les fractions RMN *H de toutes les fractions: RMN *C de P4-F1
y et P4-F3
Analyse de sucre neutre/acide de lafraction ¥
P2-F1 par HPAEC-PAD gpres hydrolyseacide | | Refractionation de P4-F3 sur les colonnes de Bio-Gel P2

v
Récupération de sept fractions. P4-F3 (1P2, 2P2,
3P2, 4P2, 5P2, 6P2, 7P2)

v
Analyse par HPAEC-PAD de P4-F3 (6P2 et 7P2)

Figurel. 5: Schémade |'extraction et de |a caractérisation de la fraction soluble dans

I'éthanol & partir de fruits Myrtus communis.
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I. 5. Analyse dela composition en sucre par HPAEC-PAD

I. 5. 1. Principe
L’ analyse par HPAEC-PAD est basée sur I’ionisation des polysaccharides en milieu

fortement alcalin ce qui permet de les séparer sur une colonne échangeuse d’ anions,
puis de les détecter et de les quantifier par ampérométrie pulsée [95] qui permet une
détection de |'ordre d'une dizaine de picomoles.

L'appareillage est un systéme Dionex LC (Dionex 1CS3000) équipé avec une colonne
CarboPac PA1 (4 x 250 mm) en combinaison avec une colonne de garde CarboPac.
Les analyses sont effectuées avec un débit de 1 ml/min et une colonne thermostatée a
17 °C. L'éluant utilisé est un mélange de trois solutions, la solution A: eau distillée,
la solution B: 0.2 M solution dhydroxyde de sodium et solution C: 0.2 M
d'hydroxyde de sodium + 1 M d'acétate de sodium. L'éution est effectuée en utilisant
un gradient (Tableau I. 1) qui a éé optimisé pour I'efficacité. La technique fournit
€galement une analyse quantitative spécifique des monosaccharides neutres et acides.
L'éalonnage est effectué avec une solution éaon de L- rhamnose, L- arabinose, b-
glucose, D-xylose, D-mannose, D-galactose, acide glucuronique et acide

galacturonique. Les données ont été traitées en utilisant le logiciel Chromé éon.
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Tableau |. 1. Programme de gradient pour les échantillons analysés.

Temps Solvent A Solvent B Solvent C
(min) (%) (%) (%)
0 91 9 0
30 91 9 0
351 91 7 2
50 50 0 50
50.1 0 50 50
65 0 50 50
65.1 0 0 100
85 0 0 100
85.1 0 100 0
100 0 100 0
100.1 91 9 0
115 91 9 0

I.5. 2. Protocole

Les compositions en sucres neutres et acides sont déterminées par HPAEC-PAD.
Pour le précipité EtOH, 1 ml d'acide sulfurique (H.SO,) 72 % est gjouté a 2.7 mg de
['échantillon dans un tube en pyrex. Aprés incubation pendant une nuit a température
ambiante, la suspension a été diluée a H,SO,4 2 N et chauffée & 100 °C pendant 6 h
sur un bloc chauffant. L’ échantillon P2-F1 (2.9 mg) est hydrolysé pendant 6 h a 110
°C dansH,S0O,4 2 N.

Le produit hydrolysé est refroidi sous I'eau de robinet, puis neutralisé avec du
carbonate de baryum sous agitation vigoureuse, filtré et concentré sous vide avec un
évaporateur rotatif. Une quantité de 10.4 mg de P4-F3 (6P2) et 2.9 mg de P4-F3
(7P2) est dissoute dans 2 ml d'eau distillée. Chaque échantillon est dilué au 1 /4,
1/10, 1/40 et 1/100 pour le précipité EtOH, P2-F1, P4-F3 (7P2) et P4-F3 (6P2),
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respectivement. Apres filtration a travers un filtre de 0.45 um, 20 ml de chaque

échantillon sont ensuite injectés dans le systéme HPAEC-PAD.

|. 6. Larésonance magnétique nucléaire (RMN)

I.6.1. Principe
La RMN tire des informations de I’interaction qui peut apparaitre entre les noyaux

des atomes présents dans I’ échantillon quand on le soumet a un champ magnétique
intense et constant, produit par un aimant.

L’ échantillon est placé dans un champ magnétique statique intense. Les molécules de
cet échantillon sont soumises a un champ magnétique appliqué qui provoque une
perturbation des atomes considérés. L’ application de ce champ de radiofréquence
(RF) choisie (impulsion ou "pulse") est de courte durée, quelques microsecondes.
Les noyaux générent a leur tour un micro-champ magnétigue qui sera capté par une
bobine réceptrice, ¢’ est le signal R.M.N. (Données). Ces données sont envoyées a un
ordinateur ou elles sont analysées et transformées en signa. Le traitement
mathématique, ou transformée de Fourier, permet de transformer le signal en spectre
R.M.N (Figure . 6).
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Figurel. 6: Schématisation d’ un appareil aRMN [96].

|. 6. 2. Protocole
Les spectres RMN du carbone et du proton ont été enregistrés avec un spectrometre
BRUKER Avance 400 fonctionnant a une fréquence de 100.612 MHz et 400.13

MHz, respectivement. Les échantillons ont été dissous dans D,0O (5 mg dans 500 ml

38



de solvant) & 80 °C dans des tubes 5 mm de diamétre. Les spectres *C ont été
enregistrés en utilisant les impulsions 90°, 20000 Hz de largeur spectrale, 65.536
points de données, e temps d'acquisition est de 1.638 et 1 S retard de relaxation. De
4096 a 10.240 baayages ont été accumulés en fonction de la solubilité de
I'échantillon. Les spectres de protons ont été enregistrés avec la largeur spectrae
4006 Hz, 32768 points de données, a partir d'un moment d'acquisition 4.089, le
retard de relaxation est de 0.1 et jusgu'a 16 balayages.
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Le myrte (Myrtus communis L.) est un arbrisseau aromatique de la famille des
myrtaceae, aux fruits ovoides, d’'un bleu foncé & noir, originaire du bassin
meéditerranéen.

En Algérie, les fruits arrivent a maturité pendant la saison de I’automne. Les baies de
myrte sont d’ environ 5 mm de diamétre et a graines peu nombreuses.

Les fruits ont été récoltés en maturité a proximité d’ Annaba (Nord-Est de I’ Algérie), ils
ont éé sélectionnés de fagon a ne retenir que les fruits sains dont la peau n’était pas
endommagée.

Apres traitement éthanolique et séchage dans une étuve a 50 °C, les fruits ont été

épluchés manuellement pour éiminer les graines.

. 1. Rendements d’extraction

L’extraction des polysaccharides hydrosolubles suivie d'une précipitation

,,,,,

de 3 g de fraction soluble dans I’ é&thanol (déterminée par pesée des fractions (F1 a
F6) récupérés sur P2) (Tableau I. 2). Le tableau récapitulatif 1. 3 regroupe les
rendements des différentes fractions.

Tableau |. 1: Rendement de précipité éthanolique.

Fraction Poidsinitial Poids apres extraction Rendement (%)’
(@) (@)

Leprécipité 20 0.6 3

éthanolique

*en poids par rapport ala matiére séche.

Le rendement d'extraction de précipité EtOH a atteint 3% (p/p) par rapport a la
matiere seche. Il est supérieur par exemple au rendement du polysaccharide
hydrosoluble extrait a1’ eau chaude a partir du fruit de Physalis alkekengi L. qui est
de 0.71% [97] et des feuilles d'Asphodel us tenuifolius qui est de 0.65% [98].
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Tableau |. 2: Rendement de lafraction soluble dans I’ éhanol.

Fraction Poidsinitial Poids aprésextraction  Rendement (%)’
9 (9)

Lafraction soluble 20 3 15

dans|’ éthanol

*en poids par rapport ala matiére séche.

La plupart des polysaccharides qui sont utilisés dans I'industrie sont d'origines
veégétales.

Les données publiées indiquent que les polysaccharides végétaux en généra ont de
fortes activités antioxydantes et peuvent étre explorés en tant gque nouveaux
antioxydants potentiels [99]. Une étude rapportée par Tong et al. [97] montre que la
fraction polysaccharidique (désigné PPSB) isolée des fruits de P. alkekengi, qui est
un hétéropolysaccharide acide peut étre considérée comme un candidat potentiel
pour le développement d’un nouveau agent anti-diabétique. Ying-k et al. ont rapporté
gue les polysaccharides de Physalis alkekengi L. (PAP) extraits a |’eau chaude ont

une forte activité de neutraliser les radicaux libres [100].

Tableau |. 3: Rendements des différentes fractions extraites.

Fractions Rendement (%)’
L e précipité éthanolique 3%
Lafraction soluble dans|’éthanol 15%

*en poids par rapport ala matiére séche.
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|.2. Taux decendre

La composition chimique d’un végétal varie selon les especes et au sein méme d’ une
espéce. Elle dépend des conditions de culture (qualité du sol, climat, irrigation,
traitements phytosanitaires), et de la période de récolte (précoce ou tardive).

Les végétaux renferment toujours une certaine quantité de composés minéraux.

Au sein de la cellule, on peut rencontrer divers types de sels minéraux qui sont
nécessaires au développement de la plante. Ces sels proviennent du sol. Ils sont
absorbés par les racines et utilisés au niveau des cellules. On les trouve sous diverses
formes: soluble, insoluble ou éément d'un complexe avec des substances
organiques. Ils entrent dans divers mécanismes biochimiques pour |e dével oppement
cellulaire et lanutrition [50].

Nous avons déterminé le pourcentage en matiéres minérales (cendres). Dans un
premier temps, nous avons déterminé le taux d humidité a partir d’un échantillon de
poids égal & 878.1 mg par chauffage a 100 °C pendant 4 h 30. La perte en poids est
de 804.4 mg soit une perte de 8.4% d'eau. Apres chauffage pendant 30 min 2300 °C
et 5 hab50 °C, le poids de cendre est de 41.4 mg. Les cendres représentent donc
5.14% de la matiere seche.

Letaux de cendres du myrte est inférieur par exemple acelui de lapelure du fruit de
la figue de barbarie qui est de 7-8% [75]. On sait que cette plante affectionne
enormément les sols pauvres ou caillouteux. Les pulpes de butterave en renferment
un taux de 4-12% [50].

Dans un second temps et en vue d’avoir un ordre d'idée sur la distribution en
composition polysaccharidique, nous avons soumis notre matériau dégraissé a une
extraction a |’ eau chaude a une concentration: eau/matiere seche = 40:1, permettant

de solubiliser les polysaccharides non cellulosiques.

|. 3. Extraction de précipité EtOH

Des études sont largement menées sur l'isolement, la purification et |'analyse
structurale des polysaccharides. Plusieurs rapports ont indiqué que la structure
chimique et le poids moléculaire (MW) de polysaccharide sont parmi les principaux
facteurs importants responsables des activités biologiques [101]. L'identification des
polysaccharides est la premiére étape nécessaire pour I'exploitation efficace de la
structure et des propriétés fonctionnelles[99].
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Préalablement a |'extraction et a I'analyse des polysaccharides, il est essentiel de
procéder a un traitement par la chaleur pour inactiver les enzymes hydrol ytiques qui
pourraient agir sur les polysaccharides constitutifs. Ainsi les fruits ont été chauffés a
reflux avec de I'éthanol en raison de I'effet de I'inactivation avérée que |'éhanaol
exerce contre les polygalacturonases (PGase) et d'autres hydrolases. Ce traitement
permet I'élimination de corps gras et des composés de faible poids moléculaire, y
compris les acides aminés et les pigments. Les polysaccharides hydrosolubles ont éé
extraits de fruits de M. communis sans graines par extraction a |'eau chaude suivie
d’une précipitation éthanolique, qui est un procédé utile pour le fractionnement des
polysaccharides hydrosolubles en termes de poids moléculaire [102]. Les
polysaccharides hydrosol ubles de poids moléculaire élevé précipitent dans I'éhanol a
faible concentration, tandis que ceux ayant un faible poids moléculaire ne peuvent

donner de précipité que par une forte concentration d'éthanol.

|. 4. Chromatographie d’exclusion stérique (CES)

La CES est une technique qui permet la séparation des molécules de soluté en
fonction de leur taille, ou plus précisement de leur volume d’ éution [103].

Dans notre étude, comme le montre la figure 1. 1, la composition de la fraction
soluble dans I’ é&thanol a été partiellement résolu avec les séparations sur colonne de
Bio -Gel P2 et Bio-Gel P4 par laCES.
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Figurel. 1: Lachromatographie d exclusion stérique donne la composition de la
fraction soluble dans I’ é&thanol en utilisant les colonnes de Bio-Gel P2 (A), une
colonne de Bio-Gel P4 (B).
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Le chromatogramme de lafigure I.1. A illustre la séparation de la phase éthanolique
sur les colonnes Bio-Gd P2. Le résultat indique qu'ele est constituée de six
fractions: P2- (F1, F2, F3, F4, F5, F6) (Tableau I. 4).

Tableau |. 4: Le pourcentage® des fractions solubles dans I’ éthanol obtenues aprés

séparation sur Bio-Gel P2.

Fractions sur Bio-Gel P2 Concentraction Concentration %
massiquetotale massique dela
(mg/iml) fraction (mg/1ml)

P2-F1 834 1 11
P2-F2 83.4 13.9 16.6
P2-F3 83.4 1.6 2
P2-F4 83.4 1.4 16
P2-F5 834 3 35
P2-F6 83.4 62.5 75

&L es données sont obtenues en utilisant la CES.

La séparation de la méme phase a travers une colonne Bio-Gel P4 (Figure I. 1. B).
Les fractions obtenues sont P4-(F1, F2, F3, F4, F5, F6) (Tableau I. 5). Cette colonne
apermis|'injection d'une quantité plus grande que le Bio-Gel P2.

En effet, e diamétre des colonnes définit la quantité d'échantillon (masse) gu’ on peut
injecter sur une colonne. Des volumes d'injection importants permettent d'introduire
des échantillons de masse moléculaire élevée a des concentrations plus faibles, d'ou
une réduction de la viscosité et la garantie d'un chromatogramme de qualité [104-
105].
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Tableau |. 5: Le pourcentage® des fractions solubles dans I’ éthanol obtenues aprés

séparation sur Bio-Gel P4.

Fractionssur Bio-Gel P4

Concentration

Concentration

%

massiquetotale massique dela
(mg/Iml) fraction (mg/10ml)
P4-F1 834 60/10 7.1
P4-F2 834 62/10 74
P4-F3 834 150/10 18
P4-F4 834 514/10 61.6
P4-F5 834 532/10 63.7
P4-F6 834 210/10 251

2 es données sont obtenues en utilisant la CES.

Les résultats des analyses chimiques ont montrés que P2-F1 et P4-F1 contenaient le

méme biopolymére. La fraction mageure dans P4-F2 a éé trouvée dans P2-F2.

P4-F3 contient les composés trouveés dans P2-F3, F4 et F5.

La solution P4-F3 a été fractionnée sur colonnes Bio-Gel P2 (Figure |I. 2) pour
donner sept fractions P4-F3 (1P2, 2P2, 3P2, 4P2, 5P2, 6P2, 7P2). Le pourcentage des
fractions obtenues est indiqué dans le tableau I. 6. Les fractions P2-F6, P4-F4 a P4-

F6. Contiennent le méme sucre.
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Figurel. 2: Chromatogramme de la séparation de la fraction P4-F3 sur Bio-Gel P2.
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Tableau |. 6: Le pourcentage® des fractions issues de P4-F3 sur Bio-Gel P2.

Fractions sur Bio-Gd Quantitétotalede Massedela %
P2 matiére (mg/1ml) fraction (mg/1ml)

P4-F3 (1P2) 15 1.3 8.6
P4-F3 (2P2) 15 26.8 178.6
P4-F3 (3P2) 15 23.0 153.3
P4-F3 (4P2) 15 36 24
P4-F3 (5P2) 15 19.6 130.6
P4-F3 (6P2) 15 109 72.6
P4-F3 (7P2) 15 24 16

2L es données sont obtenues en utilisant la CES.

Les pourcentages des différentes fractions sont rassemblés dans le tableau

récapitulatif I. 7.

Tableau |. 7: Le pourcentage® des fractions solubles dans I’ é&thanol obtenues

apres separations sur Bio-Gel P2 et Bio-Gel P4 et les fractions issues de P4-F3 sur

Bio-Gel P2.

Fractions F1 F2 F3 F4 F5 F6  P4F3 P4F3 PAF3 P4AF3 P4F3 P4F3 PAF3
(1IP2) (2P2) (3P2) (4P2) (S5P2)  (BP2)  (7P)

BioGel 11 166 2 16 35 75 86 1786 1533 24 1306 726 16

P2

BioGel 71 74 18 616 637 251

P4

2 es données sont obtenues en utilisant la CES.
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I. 5. Lacomposition en sucre

Les constituants de base des parois végétales ainsi que des différents extraits sont des
0Ses neutres ou/et acides.

Le traitement par |’ acide sulfurique selon le protocole I. 5. 2 permet |’ hydrolyse des
congtituants polysaccharidiques. Les proportions relatives des sucres monomeres
obtenus sont déterminées par la chromatographie échangeuse d'anions haute
performance a détection ampérométrique pulsée (HPAEC-PAD), qui permet de
déterminer la quantité et la qualité des oses congtitutifs des polysaccharides

hydrosolubles.
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1.5.1. Leprécipité EtOH

JSERIET -030512 #7 [modified by Administrateur] ED_1
N ] Bl [s][e l Wl
:' 5271
400-
! g
E
g
300+ g
1 ®
200+ ~
Y ¥ ;
| I §
g 2 8
100 @ 7 - ™~
_ fo 55K £
E [
_ g [ N ]
3 L] =
] - JI M\ - =
W‘
_—h'*“a—.ll-—.'\_r\_f ] ! - —_ -
S e S e L | B s o
0,1 10,0 20.0 30,0 40,0 51,6
A B C D EF GH

G = Acide galacturonique, H= Acide galacturonique

Figurel. 3: Composition de |’ extrait éthanolique
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Tableau |. 8 : La composition® en sucre de précipité EtOH isolé.

Masseinitial de Composé Quantité  Massed'ose  Facteur de %
précipité EtOH gl (mo) dilution
(mg)
2.7 Rhamnose 0.0111 0.044 4 16
2.7 Arabinose 0.0331 0.132 4 5
2.7 Galactose 0.0203 0.081 4 3
2.7 Glucose 0.0152 0.060 4 2.2
2.7 Mannose 0.0025 0.01 4 0.3
2.7 Xylose 0.0011 0.004 4 0.1
2.7 Acide galacturonique  0.0972 0.388 4 144
2.7 Acide glucuronique 0.0054 0.388 4 144
27 Sucres neutres - 0.331 - 12.3
2.7 Acides uroniques - 0.776 - 28.8

2 Les données ont été obtenues en utilisant une HPAEC-PAD.

Le précipité EtOH (figure |. 3, tableau |. 8) contient les quatre catégories de
monosaccharides qui sont connus pour étre des constituants des polymeres pariétaux;
12.3% (p/p) de sucres neutres qui sont: des hexoses (Glc, Gal et Man), des pentoses
(Ara, Xyl), un methyl-pentose (Rha) et des acides uroniques (GalA et GIuA) avec un
pourcentage de 28.8% (p/p).

Le précipité EtOH appardit sans ambiglité comme étant une fraction pectique
puisque le GalA, en tant qu’ ose marqueur des pectines, y est mgjoritaire. Les fruits
sont |es principal es sources de nombreux composés y compris la pectine [106].
L’analyse de la composition en sucre a révélée que le précipité EtOH se compose
principalement de 14.4% d'acide galacturonique, 5% d'arabinose et 3% de galactose,
ce qui suggére que |I’homogaacturonane (HG) ne peut pas étre le principal
polysaccharide dans cette fraction. Des concentrations élevées d'acides uroniques ont
également été signalées dans le solide insoluble dans I’acool (AIS) des fruits de

murta (Ugni molinae Turcz) de Chili [91].
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Les pectines commercialisées présentent des taux d'acide galacturonique éeves.
Selon les régles européennes, une pectine destinée pour les produits alimentaires doit
renfermée au moins 65% d acide galacturonique, et pour la " pharmacopia’
ameéricaine, au moins 74% de cet acide.

Le rapport de sucre acide/neutre dans le précipité EtOH était plus élevé que ceux
rapportés pour la pectine des solides insolubles dans I'alcool de murta (murta AlS)
(33.9/24.3), pomme (18.7/58.9) et le fruit de cognassier du Japon (22 /54) [91-107-
108].

Les oses prépondérants dans le précipité EtOH sont e galactose et I’ arabinose. En
effet, le Gal et I’Ara sont souvent associés entre eux dans la paroi pour former des
homopolyméres pectiques de galactanes et arabinanes ou des hétéropolymeéres
d’ arabinogal actanes (AG) detypel et I1 [109].

L’ arabinogalactane alimentaire provient principalement de carottes, radis, tomates,
poires, et le blé, entre autres aliments végétaux. La gomme arabique, un additif
aimentaire commun, est composé darabinogalactane trés ramifié. Les
arabinogalactanes sont également présents dans les plantes médicinales, comme
I'échinacée, et dans |le champignon médicinal Ganoderma lucidum.

L’ arabinogalactane de méléze est un mélange de plusieurs arabinogal actanes
différents provenant principalement du bois de méléze de I'ouest (Larix occidentali),
mais auss dans dautres especes de méléze. La recherche suggére que
I'arabinogal actane de méleze peut avoir une activité immunitaire d amélioration. Des
études in vitro ont révélées qu'il stimule I'activité des cellules tueuses naturelles
humaines et améliore la fonction d’ autres composants du systéme immunitaire. Dans
d'autres études de laboratoire, il peut inhiber la métastase des cellules tumorales du
foie [110]. L’ arabinogal actane disponible dans le commerce, obtenu a partir du bois
de crosse de méléze de I'ouest est utiliseé comme un additif a faible teneur en calories
dans les boissons pour augmenter lateneur en fibres [111].

L’ arabinogalactane de méleze est approuvé par la FDA pour une utilisation dans des
applications alimentaires comme: 121.1174 et 121.1219 [112] et peut étre utilise en
toute sécurité comme stabilisateur ou raffermissant dans les huiles essentielles,
édul corant non nutritif, pansement non-standard [113].

Les arabinogal actanes peuvent étre utilisés dans des applications variées en fonction
de leurs diverses caractéristiques. elles congtituent d’'excellents émulsifiants des

mélanges huile/eau lorsqu’ elles sont gjoutées a de faibles concentrations (0.5 a 1% en
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poids); elles ont une remarquable stabilité aux acides et a la température; elles
présentent d exceptionnelles propriétés d’adhésion aux matériaux polaires. papiers,
céramique, ce qui permet d’ envisager une utilisation en tant que colle végétale.

lls sont utiles pour le traitement thérapeutique des infections causées par les
microorganismes pathogenes, en particulier les bactéries intestinales, telles que les
types Gram négatif. Le traitement avec l'arabinogalactane est particuliérement
applicable aux bactéries du type Enterobacteriaceae telle que Escherichia coli. Les
arabinogal actanes ont éé montré pour avoir des effets sur I'adhérence des bactéries
[113].

Le rhamnose représente 1.6% de sucres neutres dans le précipité EtOH, ce qui est
tres faible par rapport au contenu de |'acide galacturonique (GalA). Au cours de la
maturation des fruits, la protopectine insoluble de haut poids moléculaire est
convertie en pectine soluble dans I'eau. Le ramollissement du fruit est associé
principalement a [I'activité enzymatique des polygalacturonases et pectine
méthylestérases [114-115-116]. Les travaux de Y oshioka et al. [117], suggerent que
lors du mdrissement des fruits, les pectineméthylestérases agissent en désestérifiant
les régions hautement méthylées des pectines, ce qui entraine leur solubilisation, ce
phénomene explique le changement apparent se produisant pendant la maturation de
plusieurs fruits.

Selon la classification de pectines par Schols et Voragen [118] qui repose en partie
sur le rapport de Rha/GalA, le rhamnogal acturonane | (RG- 1) peut étre distingué de
HG par son rapport Rha/GalA, qui varie de 0.05 a 1. Le rapport pour le précipité
EtOH est de 0.1%, ce qui suggere une prédominance de polysaccharide RG-I. Ce
rapport est inférieur a celui de pectine de fruit d Agania (AFP) qui est de 0.22%
[119]. En général, le rhamnogalacturonane | (RG-I) est constitué d’ une alternance de
résidus rhamnose et d'acide galacturonique comme un squelette [ 120].

Les fibres de pommes de terre sont particuliérement riches en rhamnogal acturonane |
(RG-I) [121].

Les fractions F1 macromoléculaires des extraits bruts de son de chétaigne, composes
d’acide galacturonique (17.9%), de rhamnose (13.7%), d arabinose (23.1%) et de
gaactose (24.0%) présentent par alleurs la composition attendue
d’ arabinogal actanes acides de la famille des rhamnogal acturonanes de type | [122].
Les solides solubles extractibles obtenus en utilisant un tampon chaud (HBSS) aprés

extraction séquentielle du matériau de la paroi cellulaire d’ Abelmoschus esculentus
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(L.) Moench, une plante originaire d'Afrique, sont constitués principalement des
segments RG-I (85%), le rapport de rhamnose a I'acide galacturonique est de 0.7 qui
est supérieur acelui du myrte.

Cette plante est maintenant cultivée dans de nombreux pays: Thailande, Moyen-
Orient et au sud des états unis d’amérique (U.S.A) [123].

Oosterveld et al. [124] ont indiqué que les fragments de sucre des polysaccharides
pectiques (arabinose, rhamnose, galactose et acide galacturonique) représentent plus
de 63% (p/p) de la paroi cellulaire présente dans la pulpe de betterave, et qu'environ
70% de la pectine dans la pul pe de betterave a sucre se compose de RG-1 ramifiée, en
supposant un rapport de rhamnose/acide galacturonique de 1:1. Contrairement a la
plupart des dicotylédones, le type et lataille des substitutions des RG-I sont variables
chez les especes monocotylédones et dicotyl édones [125-126-127].

Actuellement, les marcs de pomme et les pulpes ou écorces de citrus sont les deux
sources principales de pectines commerciaes. |l y a d’autres sources de pectines qui
ont été considérées comme la pulpe de betterave, la pulpe de pomme de terre, ou les
coques de tournesol [128-129-130].

Les substances pectiques peuvent former des gels sous certaines conditions, ces
propriétés sont tres largement utilisées en industrie agroalimentaire ou les pectines
sont utilisées comme épai ssissant des solutions et stabilisant des émulsions.

Les caractéristiques gélifiantes des pectines dépendent de leur masse molaire et du
degré de méthylation. Selon la source, les pectines n’ont donc pas la méme capacité
de gédlification a cause des variations sur ces paramétres. En conséquence, seulement
une teneur élevée en pectines dans un fruit ne justifie pas seule son utilisation comme
source de pectines [131].

Dans les applications non aimentaires, la principale filiere est I|'industrie
pharmaceutique. Dans ce domaine les pectines contribuent aux activités anti
métastasique, immunostimulante, antiulcére, antinéphrétique, antityphoide,
antidiarrhée, anticholestérol et pour la délibération contrélée des médicaments [131-
132-133].

Les AG et RG -1 se trouvant dans la pectine de fruit d’ Argania [119], leurs oses sont
similaires a des polysaccharides HEPES-soluble isolés de labaie de raisin [ 134].

La présence de mannose (0.3%), acide glucuronique (14.4%), glucose (2.2%) et de
xylose (0.1%) dans le précipité EtOH indique la présence probable de xyloglucanes

(XG identifies) [53] qu on peut présenter par la somme Xyl + Glc) constituant la
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fraction hémicellulosique majoritaire (environ 2.3% des hemicelluloses avec un taux
Xyl/Glc de 0.05).

L’ étude rapportée par Aboughe-Angone et al. [119] a montrée que les deux fractions
AF10H and AF40OH solubles en milieu acalin de la pulpe de fruit d’ Argania
spinosa contiennent le xyloglucane avec un taux Xyl/Glc de 39 e 1.2
respectivement. Le taux des deux fractions est supérieur a celui de notre précipité
EtOH.

Par ailleurs le concentré alcalin d’ Abelmoschus esculentus (CASS) contient aussi un
xyloglucane [123].

Les xyloglucanes sont des polysaccharides composes essentiellement de sucres
neutres (xylose, glucose, mannose,...) et qui peuvent renfermer des teneurs plus au
moins importantes d acides uroniques [75]. Les xyloglucanes se trouvent en faible
guantité dans les parois celulaires primaires de non graminées (les
monocotylédones) [135], ils représentent environ 20-25% du poids sec de la paroi
primaire chez les dicotyl édones angiospermes [92].

Les oligosaccharides de xyloglucane solubles obtenus par traitement a |'aide
d’ endoglucanase (XGO-1) de la baie de raisin contiennent le glucose, mannose et le
xylose [136].

Les xyloglucanes issues de: graines de tamarin (Tamarindus indica) sont des sous-
produit de I'industrie de tamarin, ils font |’ objet de polymere technique d'intérét pour
lafabrication d'emballage [137].

D’ autres applications importantes du xyloglucane du tamarin sont rapportées dans la
littérature, en particulier dans des formulations pharmaceutiques pour obtenir des
gels, et comme un véhicule de médicaments pour les systemes a libération contrélée
[138].

Le seul XG de graine qui est exploité commercidlement a I'heure actuelle est de
I'arbre de tamarin [137].

De nombreux Xxyloglucanes de graines sont en cours de développement pour leur
grand nombre d'applications commerciadles et industrielles, en particulier ceux
obtenus a partir de graines de tamarin [139]. Ils possedent des propriétés comme une
forte augmentation de viscosité des solutions, large tolérance de pH et |’ adhérence.
Cela conduit a leurs applications en tant que stabilisant, épaississant, agent gélifiant
dans [I'aimentation et liant dans les industries pharmaceutiques [140]. Le

xyloglucane possede aussi des activités biologiques intéressantes. En effet, il a une
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une activité sur la régénération et la croissance des fibroblastes, son activité est dose
dépendante. Une activité anti-radicalaire libre a é&é aussi rapportée. Ainsi que des
propriétés immunostimulantes [141].

Les xyloglucanes sont parmi |es composés hemicellulosiques majeurs dans le fruit de
I’olivier [142].

Rosell et Svensson [143] ont déterminés la distribution des résidus 4-O-méthyle-D-
acide glucuronique dans le xylane de bois de boul eau.

11 a été démontré par Kubackova et al. [144] que le glucuronoxylane de bois de saule
a une répartition réguliere des chaines latérales d'acide glucuroniques, aors que le
glucuronoxylane de séquoia a une distribution irréguliere [ 145].

14.4% d'acide glucuronique a été détecté dans les hémicellul oses de précipité EtOH.
L’ acide glucuronique est présent dans plusieurs types d’ hémicellul oses.

Notre précipité EtOH renferme les polysaccharides AG, RG -I et XG, ils représentent
des produits de val orisation trés intéressants.

De part ces résultats, nous constatons que le précipité éhanolique est constitué
majoritairement de polysaccharides surtout pectique, les mémes résultats ont été

trouvés dans lafigue de barbarie.
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|.5. 2. Lesfractions solublesdans|’ é&hanol

[.5.2.1. Lafraction P2-F1
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Figurel. 4: Chromatogramme de lafraction P2-F1.
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Tableau |. 9 : Lacomposition® en sucre de la fraction P2-F1.

Masseinitial de Composé Quantité  Massed'ose  Facteur de %
P2-F1 (mg) gl (mg) dilution

29 Rhamnose 0.0099 0.099 10 34
29 Arabinose 0.0647 0.647 10 22.3
2.9 Galactose 0.0317 0.317 10 11
29 Glucose 0.0069 0.069 10 2.3
2.9 Mannose 0.0032 0.032 10 11
29 Xylose 0.0016 0.016 10 0.5
29 Acide galacturonique 0.0216 0.216 10 7.4
29 Acide glucuronique 0.00%4 0.086 10 3
29 Sucres neutres - 1.18 - 40.6
29 Acides uroniques - 0.302 - 104

#Les données ont été obtenues en utilisant une HPAEC-PAD.

On constate, d apres les résultats montrés dans le tableau 1. 9, que chague fraction se

caractérise par la prédominance d' un ou deux oses. La fraction P2-F1 (figure I. 4,
tableau 1. 9) est constituée de 40.6% (p/p) sucres neutres, de 10.4% (p/p) d acides

uroniques, aors que dans la fraction P4-F3 (7P2) (Figure 1.6), le pourcentage de

sucres neutres était de 35.4%. La composition en monosaccharides relative de P2-F1
est de 22.3% d’arabinose, 11% de galactose, 7.4% d'acide galacturonique, 3.4% de

rhamnose, 3% d’ acide glucuronique, 2.3% de glucose, 1.1% de mannose et 0.5% de

xylose. L'arabinose et le galactose étant les principaux sucres neutres dans cette

fraction. La présence de ces deux oses suggere la possibilité d existence d'un

polysaccharide de type AG. Lafraction extraite avec I’ eau a température ambiante ou

mucilage de |’ opuntia ficus-indica contient aussi I' AG [75].
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[.5.2. 2. Lafraction P4-F3 (6P2)
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Figurel. 5: Chromatogramme de la fraction P4-F3 (6P2).
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Tableau I. 10 : La composition® en sucre de la fraction P4-F3 (6P2).

Masseinitial de Composé Quantité Masse d’ ose Facteur de %
P4-F3 (6P2) gl (mg) dilution
104 Glucose 0.0023 0.23 100 2.2
104 Sucres neutres - 0.23 - 2.2

&L es données ont été obtenues en utilisant une HPAEC-PAD.

La fraction P4-F3 (6P2) (figure I. 5, tableau |. 10) contenait différents cyclitols qui
sont des cycloalcanes hydroxylés dérivés par biosynthése du glucose [146] (et/ou
alditols) et 2.2% de glucose, la farine de caroube dénaturée améliorée contient aussi
des cyclitols. Elle est destinée al'aimentation humaine [147].

Les |égumineuses (Fabacées) contiennent exceptionnellement une quantité élevée de
cyclitols par rapport a la maorité des autres espéeces végétales. dans certaines
graines, ces sucres alcools peuvent atteindre jusgu'a 30% de la teneur totale en
glucides solubles [148].

La poudre de caroube est fabriquée par broyage des gousses de caroube, est utilisée
dans I'industrie alimentaire comme produit de remplacement de cacao. Elle contient
les cyclitols et le glucose parmi les autres sucres [149].

Les herbiers marins contiennent souvent, en plus des oses solubles habituels présents
dans les plantes comme le glucose, des quantités considérables de cyclitols [150-
151].

Les cyclitols sont une charge polyvaente pour la production des produits
pharmaceutiques [152].

La teneur en oses, et la saveur sucrée, augmentent au cours de la maturation, malgré
la consommation d'une partie de ces oses par oxydation respiratoire. Ces 0ses
proviennent de |’ hydrolyse soit de I’amidon (banane, poire, pomme) dont les sucres
majeurs dans le fruit sont le saccharose, le glucose et le fructose. Pour les fruits qui
n’ accumulent pas de I’amidon, par exemple, les raisins, les agrumes et les péches,
une quantité importante de saccharose est transportée dans le fruit pendant la
maturation, plus tard, transformée partiellement en glucose et fructose [153]. Les
hémicelluloses des parois cellulaires peuvent également subir ce phénomeéne.
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Selon Fadda et Mulas [154], le myrte peut étre un fruit non-climactérique qui est
capable de stocker |e sucre non réducteur en place de I’ amidon.
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I.5.2. 3. Lafraction P4-F3 (7P2)
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Figurel. 6: Chromatogramme de lafraction P4-F3 (7P2).
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Tableau I. 11 : La composition® en sucre de la fraction P4-F3 (7P2).

Masseinitial Composé Quantité Massed'ose Facteur de %
de P4-F3 (7P2) gl (mg) dilution
(mg)
2.9 Rhamnose 0.0007 0.028 40 1
29 Glucose 0.0235 1 40 344
29 Sucres neutres - 0.97 - 354

2L es données ont été obtenues en utilisant une HPAEC-PAD.

La fraction P4-F3 (7P2) (figure I. 6, tableau I. 11) contient 34.4% de glucose, le
sucre neutre majeur, et 1% de rhamnose. Le rhamnose est utilisé en synthese
chimique pour produire des arémes fruités, ressemblant a ceux de la fraise et la
framboise [155].

Le principe amer de la pulpe de fruit Pamyrah (Borassus flabellifer L) contient
deux glucose et deux résidus rhamnose [156].

Ces deux oses sont aussi rencontrés chez une algue Codiolum pusillum [157].

L’ éude par méthylation et oxydation périodigue de I’ oligosaccharide obtenu apres
hydrolyse partielle de polysaccharide mucilagineux des feuilles d Dalbergia sissoo
Roxb arévélée la présence d’ un triaccharide constitué de deux unités non réductrices
de glucose liées a un rhamnose [158]. Dalbergia sissoo Roxb, un arbre |égumineux,
se reproduit entierement dans I’ Himalaya (de I'Indus a I'Assam) : dans les vallées et
en remontant jusgu'a environ 1500 m. On constate que malgré la différence de
famille ains que I'habitat entre les fruits de Myrtus communis et les feuilles
Dalbergia sissoo Roxb, il existe cependant une similitude dans la composition.

L’AG n'a été trouvée que dans la fraction P2-F1. Le glucose est e sucre neutre le
plus abondant dans la fraction P4-F3 (7P2). Ceci est similaire aux muyrtilles
(Vaccinium myrtillus L.) [159] et murta AIS[91]. Le glucose est un sucre rapide qui
existe dans les fruits (raisin et fruits a noyau) [160].

La phase Il correspondant & la maturation des baies de raisin s accompagne d’une

accumulation de métabolites sucres (glucose, fructose) jusqu’a 300 g L™), d’une
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diminution des acides organiques, donc de I’ acidité, d’ une synthése des anthocyanes
glycosylées et acylées ainsi que de précurseurs d’ arémes (liés et libres) [161-162].

La composition globale en sucres neutres et acides de précipité EtOH et des fractions
solubles dans I' éthanol (P2-F1, P4-F3 (6P2), P4-F3 (7P2)) est rassemblée dans le
tableau récapitulatif 1. 12.

Tableau |. 12: La composition en sucre de précipité EtOH isolé et des fractions

obtenues apres séparation par CES.

Compsé (% P/P) Précipité EtOH P2-F1 P4-F3 (6P2) P4-F3 (7P2)
SN 12.3 ) 406 22 35.4
AU 28.8 . 104 -

Rha 1.6 34 - 1
Ara 5 223

Gal 3 .on -

Glu 22 2.3 22 34.4
Man 0.3 11 -

Xyl 0.1 0.5 -

GalA 14.4 74

GluA 14.4 3

2L es données ont été obtenues en utilisant une HPAEC-PAD.

|. 6. Analyse par spectroscopie RMN

La spectroscopie RMN est une technique qui s'est imposée ces vingt derniéres
années comme la technigue indispensable pour étudier, caractériser et déterminer la
structure chimique des polysaccharides [79]. C'est également possible dans le cas
des polysaccharides pectiques, que ce soit pour caractériser les unités acide
galacturonique et rhamnose du squelette ou encore pour caractériser les chaines
latérales d arabinanes, galactanes ou arabinogal actanes [ 163-164-165-166-167-168] .
En ce qui nous concerne nous avons également fait le choix de caractériser la
structure primaire des polysaccharides du myrte, al’aide de la RMN de proton et du

carbone 13.

64



TT——1.93%33

1.37782
1.35502
1.34460
1.33033
1.31348
1.30863
1.29340
1.2790%9

EEES-| nnnamaa!ﬂﬂgﬂsggﬁﬁ? Eﬂig
B

s g = " 5 g
B.. B E__=_BcE ¥, B3 g
ggggé SEzeEgHE _gFacizBEE %
Feg E=§§ mee :

Figurel. 7: Spectre RMN'H de lafraction P2-F1.

65



Le spectre RMN *H de P2-F1 (Figure I. 7) est typique des positions de résonance
d hydrogenes d'unités osidiques et de substituants non glucidiques dun
polysaccharide.

Pour faciliter 1alecture le signal de |’ eau résiduelle (HOD) est déplacé par chauffage
a 80 °C a une position intermédiaire entre les protons anomériques et ceux du
squelette (Ho, Hs, Ha, Hs et Hg) d’un hexose, par exemple.

Nous pouvons ains distinguer I'intervalle [1-3.5 ppm], ou nous notons la présence
de protons de Hg des 6-deoxy-hexoses a 6 = 1.3 ppm et d’un groupement acétyle a 6
= 2.2 ppm.

L’intervalle alant de 3.5 a 4.5 ppm correspond a la résonance des protons H, a Hg
d’un hexopyranose. La position du signal a 6 = 4.5 ppm peut étre attribuée a un
proton anomeérique Hj axial d’une liaison B ou a un Hs des acides uroniques ou aux
protons H, et Hz des formes furaniques.

Dans la région des protons anomériques, nous notons la présence de signaux intenses
dans l'intervale 5.12 a 5.45 ppm. D’une fagon générae les protons des H;
¢quatoriaux de liaisons a résonnent entre 5.3 et 5.8. Selon Jones et Mulloy [169], une
préparation de polysaccharide renferme toujours des substances contaminantes tels
que 1’éthanol (6 = 1.15 ppm) ou des débris de paroi cellulaire (6 = 1.25; 1.3; 2.1; 3.2;
3.35; 4.6; 4.95; 5.2).

66



R —17.33063

.G5460
.58273
41955
.25109
16491
.1575%
12531
08350
05275
04462
02924
99208
94504
.B6461
83572
82000
18868
.T2408
. T1277
659791
66484
56221
51173
82818
.T137%
GT678
42394
35917
L3BS01
36084
07936
99437
95248
.93181
36302
34517

F> gERg

T T

Bt Bt et et et B Bl B B B B B B b bl el e bl Rl e Rl Rl bl el e e e e B e e e e e e

L

Esag:gna AEEgEUwas EEEEH saﬂﬂssagnugasai

smyauraed 074 1w
ETOCT 0%
1R{ WIRg

[ TN

Eis ]

amamred Baresasalj
N [0p0TETT00

P 00°%-

oean 5121
HI
RE pOLOMIT Y

IH E5°IR1
w50
LU e
ol 1
LR
w1
]
W
]
Lt
¥ 0C0E
SR 05y
RN 00R° KT
a5 SENED D
W
TE BT W0
t
n
o
BUEL
wha

i L

B3/RH ESRES HET
myedd rapgy

Figurel. 8: Spectre RMN *H delafraction P2-F2.
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Le spectre RMN-'H de la fraction P2-F2 est illustré sur lafigure I. 8. Nous notons la
présence de métabolites primaires, plus particuliérement des acides organiques.
Nadkarni [21] asignaé que les baies de myrte contiennent |’ acide citrique et I’ acide
malique. En effet, les doublets (d) a 6 =2.42 ppm (72 (CoH2+CyHy)) et a 6 =2.71 ppm
(d, ¥ (CoH,CsHy) indiquent la présence de I'aide citrique (HOOC-CH,-
COHCOOH-CH>-COOH). La position des signaux a 6 =2.67 ppm (dd, CsHa) et a &
=2.82 ppm (dd, C3Hb) ainsi qu’a & = 4.34 ppm (dd, C,H; absent sur le spectre a
cause des conditions d’ enregistrement) montre la présence de I’ acide malique [170].
La maturation entraine, en général, une baisse de I'acidité ansi le rapport
sucres/acides s éléve au cours de la maturation de la plupart des fruits [114]. Fadda et
Mulas [154] ont rapportés la composition chimique des fruits appartenant a des
cultivars de myrte 'Barbara et 'Daniela au cours du développement de la baie.
L'acidité diminue au cours de la maturation, avec des différences significatives en
raison de la variété et année d'observation.

On retrouve I’ acide malique et I’ acide citrique dans tous les fruits, ces acides étant
synthétisés au cours des phénomenes respiratoires lors de la croissance herbacée de
laplante [171].

L’ acidité des fruits est un facteur important pour la saveur et pour I’ aptitude a la
gdlification des confitures. L’acide malique est prédominant dans les pommes,
cerises, prunes, poires et les fruits a noyau, il est également largement présent dans
les légumes et c'est un inhibiteur puissant de la croissance des levures et des
bactéries.

L'acide malique est plus efficace que l'acide acétique dans l'inhibition de la
croissance de bactéries thermophiles [22], tandis que |’ acide citrique, est le plus
abondant dans les baies, les agrumes (oranges, citrons, pamplemousses) et les fruits
tropicaux (framboise, cassis, figue, ananas) [22-160-172].

L’ acide citrigue est, en fait, I'un des acides organiques les plus couramment utilisés
dans les aiments ains que les industries pharmaceutiques. Il a aussi un réle
important dans le traitement des métaux et les industries chimiques [22].

Un acide faible en solution met en place I'équilibre: AH + H,O% A™+ H30 ™, ol un
ion hydronium est formé en méme temps que I'ion négatif (anion) a partir de I'acide.
Les acides organiques sont faibles dans la mesure ou cette ionisation est tres

incompl éte, et a un moment donné, la plupart des acides sont présents sous forme de
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molécules non-ionisées. La quantité d'acide non dissocié diminue a mesure que la
valeur du pH augmente [22].

A pH neutre, de nombreux acides organiques sont complétement dissociés. Ces
molécules ne seront pas réellement actives contre les micro-organismes et peuvent
méme constituer une source potentielle de carbone.

Il est important de noter qu'a I’échelle industrielle, la production d’acide citrique
S effectue a |’ aide de moisissures. On utilise des solutions de 10 a 15%, en glucides
issues de déchets de végétaux, tels que les lessives sulfitiques ou les mélasses de
betterave a sucre exemptes de Fer [173].

La couleur de la fraction, et le pic a 7.3 ppm (Figure I. 8) suggérent la présence
d'anthocyanes. Selon Traveset et al. [174], la couleur du fruit de myrte a été adoptée
comme critere visuelle de maturation. En fait, les baies ellipsoidales passent du vert
(a jaune péle et enfin, dans la morphologie commune, bleu foncé quand elles sont
completement mares.

Les anthocyanes sont les polyphénols les plus étudiés (pigments dont les baies de
fruits sont riches): myrtilles, cassis, mdre, cerise, griotte et framboise rouge. Ces
concepts révelent une activité anti-inflammatoire similaire a celle de I’ ibuproféne ou
del’aspirine [175].

Les anthocyanes sont présents notamment dans la pellicule des raisins rouges. Ce
sont eux qui donnent leur couleur aux jus de raisin et aux vins rouges. Les
anthocyanes sont plut6t localises dans les parties externes des fruits. Les fleurs et les
feuilles sont les seuls déments du régne végétal, capables de produire une vaste
gamme de couleurs [176].

Le pH est un facteur important dans le changement de couleur des anthocyanes. Ce
sont des pigments rouges en milieu acide, et bleu en milieu basique : ils sont trés
répandus dans les fleurs et les fruits [177].

A des pH inférieurs & 2, I'anthocyane est principalement rouge (R;-0-sucre) ou jaune
(R1= H) du cation flavylium (AH"). Lorsque le pH est augmenté une perte de proton
rapide se produit pour donner les formes quinoide rouges ou bleues.

Montoro et al. [26] ont identifié et quantifié huit anthocyanes dont trois sont des
constituants majoritaires: la del phinidine-3-O-glucoside, |a pétunidine-3-O-glucoside
et la malvidine-3-O-glucoside. A des teneurs plus faibles, ils ont également mis en

évidence la présence de cyanidine-3-O-glucoside, paéonidine-3-O-glucoside, de
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delphinidine-3-O-arabinoside, de pétunidine-3-O-arabinoside, de malvidine-3-O-
arabinoside chez les baies de Myrtus communis.

Leurs travaux ont permis de suivre |'évolution mensuelle des teneurs en anthocyanes
dans les extraits conserveés a I'abri de la lumiére pendant une année. De la sorte, ils
ont pu montrer que les concentrations des anthocyanes diminuent rapidement a partir
de quatre mois jusqu’ a s annuler aprés six mois de conservation.

Par alleurs, dans la phase Il de croissance des baies de raisin, la véraison, se
caractérise par une perte de la chlorophylle des baies, une accumulation de pigments
épidermiques (anthocyanes et flavonols), de sucres (glucose, fructose), de
précurseurs aromatiques synthétisés et une diminution de I’ acidité [161-162].

La transition de la couleur du vert au noir bleu pendant la maturation des fruits du
myrte est le résultat de la diminution de chlorophylle dans les chloroplastes des
cellules ultrapériphériques et |e développement des anthocyanes [178].

Les baies de Vaccinium padifolium qui appartiennent & la famille des Ericaceae,
contiennent des anthocyanes y comrpis ceux rencontrés chez le myrte, la
delphinidine-3-O-glucoside, la pétunidine-3-O-glucoside, la cyanidine-3-O-
glucoside, paéonidine-3-O-glucoside, de del phinidine-3-O-arabinoside, pétunidine-3-
O-arabinoside, malvidine-3-O-arabinoside, paéonidine-3-O-arabinoside. |ls sont
présents a des teneurs presque comme le myrte sauf pour la cyanidine-3-O-glucoside
qui est elevée dans le myrte et la delphinidine-3-O-arabinoside qui est y faible. On
constate que malgré la différence de famille et d espéce, myrtus communis et
Vaccinium padifolium présentent des composés en commun [179].

A I'échelle industrielle, les anthocyanes ont été extraits de diverses sources végétales
et matieres résiduelles, notamment de la peau du raisin, pour produire des colorants

alimentaires autorisés, des nutraceutiques et des médicaments [180].
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La peau de baie de raisin des especes suivants. Vitis spp.: Vitis vinifera L. cv.
Cabernet Sauvignon, Vitis amurensis Rupr., Vitis cinerea (Engelm.) Millardet et
Vitis X champinii Planch., contiennent des anthocyanes y comrpis les anthocyanes
monoglucoside qui sont: la delphinidine-3-O-glucoside, la pétunidine-3-O-
glucoside, la cyanidine-3-O-glucoside, la paéonidine-3-O-glucoside [181].

Le fruit de Mulberry change de couleur du vert au noir-violet et enfin au rouge a
maturité. Ce fruit contient aussi des anthocyanes, des sucres, des acides organiques
[180].

Il existe une présence probable d'oligosaccharides dans la fraction P2-F2, étant
donné que la fraction P2-F1 est riche en sucre et que la séparation entre les deux
fractions n'est pas clairement définie. Le fruit de la myrtille est riche aussi en
oligosaccharides [182-183].

La pulpe rouge et blanche de pitayas (Hylocereus undatus (Haw.)) ou fruit du dragon

contient aussi des oligosaccharides, de méme que le fruit de longane [184-185].
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La fraction P4-F2 contient aussi des anthocyanes (Figure 1. 9), en effet I'intervalle
compris entre d: 4.0-5.5 ppm est considéré comme étant la région des protons
anomériques de glucides et la région restante, c'est-a-dire, 6: 5.5-8.5 ppm est bien
connue et correspond a la région phénolique. Les baies de myrte sont signalées pour
contenir les anthocyanosides glucosides et |es anthocyanosides arabinosides [26]. La
peau de fruits de pitaya (Hylocereus undatus (Haw.)) blanchie contient des

anthocyanes [186].
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Le spectre RMN-'H de la fraction P2-F6 correspond & celui du glucose (données
montrées dans lafigure |. 10). La région anomérique montre des signaux des protons
H1 de I’a-glucose 6 = 5.32 ppm et du B-glucose 6 = 4.62 ppm. Les fractions P4-F4 a

F6-P4 contiennent également du glucose (confirmé par RMN *H).
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Le spectre RMN *C & 100.612 MHz du polysaccharide AG (fraction P4-F1) est
représenté sur lafigurel. 11.

L'attribution des pics a été effectuée selon la méthode de Cipriani et al. [187] pour
I’élucidation de la structure primaire de I'arabinogalactane extrait de Maytenus
ilicifolia.

Une similitude est observée entre les arabinogalactanes des deux plantes, en
particulier dans la région des carbones anomeériques ou on note la présence de
nombreux signaux correspondant aux C; de résidus glucidiques (6 110-101 ppm). La
présence du CHz-6 des unités rhamnosyl est indiquée par le signal a & 17.0 ppm. Les
signaux a o 109.3, 107.6, 107.1 et 106.5 correspondent au C; des unités a-
arabinofuranosyl. A leur tour les signaux a 6 103 et 104.3 proviennent des C; des
unités B-galactopyranosyl et ceux 6 101.7 et 101.5 sont dus a I’a-rhamnopyranosyl
ainsi que le B-rhamnopyranosyl respectivement. Cette arabinogalactane est constitué¢
donc d’une chaine principale du B-D-galactopyranose dont les monomeres sont liés
entre eux par des liaisons B (1 —4) et comportant une chaine latérale d’arabane
complexe. Cette chaine latérale est fixée sur I’hydroxyle du carbone 6 (6 67.5 ppm)
d’un résidu du galactose de la chaine principale. 1l est intéressant de noter que ce
signal (8 67.5 ppm) est absent de 1’arabinogalactane de la pelure d’Opuntia ficus-
indica [188] qui porte plutot une ramification en C-3.

L’ arabinogalactane de M .communis est probablement lié a un rhamnogal acturonane
par I'intermédiaire d'un C-4 de certaines unités rhamnosyl. Bien que ce
polysaccharide renferme un groupe méthoxyle (6 54.0 ppm), aucun signal n’est
observé pour les groupes carboxyles. Ceci est di aux conditions d’ enregistrements

du spectre.
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La figure 1.12 montre le spectre RMN *3C de la fraction P4-F3. Sur la base des
données disponibles dans la littérature [189-190], la présence de a-D-Glcp a éé
confirmé par la présence de signaux caractéristiques dans le spectre RMN *C 93.54
(C- 1), 72.98 (C-2), 73.85 (C-3), 70.95 (C-4), 72.46 (C-5) et 62.18 (C-6) ppm. Cette
fraction contient les composés isolés dans P2-F3 (Figure I. 13), F4 et F5 (confirmeé
par RMN *H), correspondant & des oligosaccharides pour les deux premiéres
fractions, cyclitols et glucose pour la derniere fraction. Les graines de Caesalpinia
echinata contiennent le glucose et les cyclitols [191].
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Conclusion et per spectives

Les protocoles simples d’ extraction et de séparation sur Biogels suivis d’ anal yses par
HPAEC-PAD, RMN-'H et RMN-3C ont permis le fractionnement et |’identification
de toutes les substances hydrosolubles du fruit de M. communis.

-L’insoluble éthanolique renferme trois types de polysaccharides: les pectines,
I’ arabinogal actane et le xyloglucane.

-La phase soluble dans I'éhanol contient diverses substances: glucose,
oligosaccharides, anthocyanes, acide malique, acide citrique.

Le squelette de toutes les substances pectiques est formé par des résidus acide
galacturonique liés a (1—>4).

L’intérét majeur des pectines est leur valorisation potentielle en tant que gélifiant,
épaississant ou stabilisant dans I’industrie alimentaire. A I'échelle industrielle, elles
sont obtenues par extraction en condition acide a partir des pulpes de betteraves,
marcs de pommes et d’ agrumes. Ce sont seulement ces pectines qu’ on rencontre sur
le marché des polymeres.

Les arabinogal actanes de M. communis ont un squel ette de résidus D-galactose liés 3
(1—»4). Cette chaine principale porte des arabinanes en position O-6. Ce polyoside
est associé a dautres substances pectiques. Les arabinogalactanes peuvent étre
isolées et utilistes dans des applications variées en fonction de leurs divers
caractéristiques.

Le xyloglucane est une hémicellulose apparemment typique des parois primaires de
dicotylédones. Ce polysaccharide présente un squelette de base constitué dun
enchainement de restes de D-glucopyranose joints par liaison  (1—»4), sur lequel
sont fixés latéralement des restes de D-xylopyranoses attachés au C-6 du glucose par
liaisons a (I—»6). Ses débouchés sont principalement la fabrication de sirops de
xylose, la synthese de xylitol et de xylooligosaccharides.

Dans la phase éthanolique (70%), les oligosaccharides et les anthocyanes peuvent
présenter un intérét pour les industries agro-alimentaires et pharmaceutiques. Il serait
intéressant d'isoler des quantités suffisantes pour I’éucidation de la structure
primaire des oligosaccharides présents.

Les anthocyanes sont des glycosides phénoliques en Cys.
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Ce sont généralement des substances colorés tres répandus chez les végétaux et sont
connues sous le nom de flavonoides. Actuellement, ces substances suscitent un
intérét croissant pour leur utilisation en pathologie humaine.

Toutefois la vaorisation possible de ces biopolymeres et molécules reste
conditionnée par I'installation d unités de production de denrées alimentaires (jus,

boisson gazeuse) a partir de ce fruit.
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