UMNIVERSITE

UNIVERSITE DE LIMOGES

Ecole doctorale Sciences - Technologie - Santé

|

DE LIMOGES

Faculté des Sciences et Techniques

Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles

Thése N° 54-2006

These
pour obtenir le grade de
DOCTEUR DE L'UNIVERSITE DE LIMOGES
Discipline : Chimie appliquée — Chimie des Substances Naturelles

présentée et soutenue par

Benoit GENESTIE

le 28 septembre 2006

Optimisation de la production d'arabinoxylooligosaccharides
d'intéret biologique a partir de sons de céréales :

Approches méthodologiques.

These dirigée par : M. Bernard VERNEUIL, Professeur
M. Philippe BRESSOLLIER, Maitre de Conférences -HDR

Proposition de jury :

Rapporteurs M. P. MARTIN Professeur, Université d’Artois
M™. M. URDACI Professeur, ENITA de Bordeaux
Examinateurs M. P. BRESSOLLIER Maitre de conférences, Université de Limoges
M. P. KRAUSZ Professeur, Université de Limoges
M. J.M. SCHMITTER Professeur, Université de Bordeaux I
M. B. VERNEUIL Professeur, Université de Limoges

Invité M. F. LOUVET Professeur agrégé, ENSCI Limoges












UMIVERSITE

! UNIVERSITE DE LIMOGES

DE LIMOGES . . )
Ecole doctorale Sciences - Technologie - Sante

Faculté des Sciences et Techniques

Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles

Thése N° 54-2006

These
pour obtenir le grade de
DOCTEUR DE L'UNIVERSITE DE LIMOGES
Discipline : Chimie appliquée — Chimie des Substances Naturelles

présentée et soutenue par

Benoit GENESTIE

le 28 septembre 2006

Optimisation de la production d'arabinoxylooligosaccharides
d'intéret biologique a partir de sons de céréales :

Approches méthodologiques.

These dirigée par : M. Bernard VERNEUIL, Professeur
M. Philippe BRESSOLLIER, Maitre de Conférences -HDR

Proposition de jury :

Rapporteurs M. P. MARTIN Professeur, Université d’Artois
M™¢, M. URDACI Professeur, ENITA de Bordeaux
Examinateurs M. P. BRESSOLLIER Maitre de conférences, Université de Limoges
M. P. KRAUSZ Professeur, Université de Limoges
M. J.M. SCHMITTER Professeur, Université de Bordeaux I
M. B. VERNEUIL Professeur, Université de Limoges

Invité M. F. LOUVET Professeur agrégé, ENSCI Limoges






Remerciements

En premier lieu, je tiens a remercier le Professeur Pierre KRAUSZ, pour m’avoir
accueilli au sein du Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles, dont il est le directeur,
de m’avoir permis de mener ce projet a la frontiére de la chimie, de la biochimie et de la
microbiologie et enfin de m’avoir soutenu en plusieurs occasions qui ne se sont pas limitées a

I'aspect scientifique de mon travail.

J'adresse une profonde reconnaissance au Pr. Bernard VERNEUIL, qui a encadré ce
travail depuis les premiers instants. Sa pédagogie, son écoute, son ouverture d’esprit et sa
vision de la recherche scientifique, ont été aussi importantes pour moi que ses connaissarces

éclectiques et ont largement contribué a I’évolution de ce projet.

Je souhaite témoigner mes remerciements tout aussi sincéres au Docteur Philippe
BRESSOLLIER, co-directeur de cette étude. Sa maitrise des outils analytiques, sa rigueur, sa

passion m’ont permis d'évoluer et ont participé grandement a ma formation.

Je les remercie ensemble pour leur confiance, leur soutien, leur aide, leur
encouragement. Mais je ne saurais retenir que leurs qualités scientifiques, merci pour la

bonne humeur, tous les bons moments passés. ..

J'adresse également tous mes remerciements a Madame Maria URDACI, Professeur a
I’ENITA de Bordeaux et a Monsieur Patrick MARTIN, Professeur a I’'Université d’Artois qui

ont accepté d’étre rapporteurs de ce travail.

Mes remerciements s’adressent également a Monsieur Jean-Marie SCHMITTER,
Professeur a I’Université de Bordeaux I, pour avoir examiné ce travail dans son ensemble,
mais aussi pour sa participation dans la réalisation et l'interprétation des analyses de

spectrométrie de masse.

VI



Je remercie chaleureusement Monsieur Frangois LOUVET, Professeur agrégé a ’ENSCI
Limoges, pour avoir accepté d’étre I'un des membres du jury et d’avoir participé a ce travail.
Ses capacités pédagogiques, son enthousiasme et son dynamisme ont rendu 'approche des
plans d’expériences limpide. Je le remercie donc pour son investissement et pour m’avoir

donné 'opportunité de présenter une partie des mes travaux a un auditoire averti.

Je remercie sincérement Sole ARIAS, en stage post-doctoral au LMBA (ENITA
Bordeaux) pour son aide lors des tests d’adhésion et de I'analyse des protéines de surface

extraites.

Je remercie Raymonde FAURE et Karine GRENIER, du département Génie Biologique de
U'IUT du Limousin : un grand merci pour tous les coups de pouce, les conseils et le temps
qu’elles m’ont accordé, Christophe GENIN, directeur du département, pour m’avoir permis de
profiter des installations du département, Dominique SOULE, pour ses conseils et Pierre
BRANLAND pour m’avoir initié a la culture bactérienne. Merci a I'ensemble du personnel pour

cette ambiance extrémement agréable.

Je n’oublie pas les membres du LCSN, de plus en plus nombreux et tant mieux, que
chacun d’eux trouve ici un remerciement particulier, et notamment Madame Rachida

ZERROUKI (qui m’a vu grandir...) et Robert GRANET, pour les innombrables discussions.

Enfin, tout ceci n’aurait pas été possible sans le soutien de ma famille et de mes amis,

bien qu'ils 'ignorent silrement. |'espére que ces quelques mots répareront cette erreur.

A mes parents : « merci, cette these est la votre ».

Vil



Sommaire

INtroduction GENEIAlE...........ccooiiiiiiieeeeeee e 1
Chapitre | Etude bibliographique ............cuuiiiiiiiiiiiiie e 11
| LES SONS DE CEREALES ...uiitiiitiieiieei et e et e e e et et en e e e e e eaneees 13
| 1 Mouture et hisStologie duU grain...........ceueeeeeeeeiiiieiiiiiiiii e ere e 13
| 2 COMPOSItION CRIMIQUE. .....ceiiieiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e as 14
| 3 Les hétéroxylanes des paroiS CElUIAINES. . urrrrrriiiiiiiiiiiieiiieeeee e 16
| 4 Propriétés nutritionnelles des h&teroXylaneS.. ........vuvveeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeiieeeeee 18

Il PRODUCTION ET CARACTERISATION D’OLIGOSACCHARIDES

D HETEROXYLANES ..euinitititititieiieteteatasa e eeasasasseseatasasaserrnenaneasararenns 21
[ 1 Extraction des hEtErOXYIANES ... e eeeeeeiiiiieeeiir e e e e eneeenaeaaeeaaes 21
Il 2 Dépolymeérisation des heteroXylanes......ccceeiviiieeee e e e 24
2 R T = T T T PP 27
1211 ClasSIfICAtION .........cooiiiiiiiiii e eeeeeeeeeeeeeees 27
[1 212 MEcanisme A aCtiON..............uuut s eeeiiiiibbiiieee e e e e ae e e e e e e e e s eeeaeeees 27
[1 2 1 3 SPECIICILE c.eveiieiieeee e eeeee e e e e e e e e e e 28
2 R @ T o [ 1 28
Il 2 2 Caractérisation des oligosaccharides issugébolymeérisation........................ 29
[l LES OLIGOSACCHARIDES ET L 'ALIMENTATION FONCTIONNALISEE ........... 30
[ 1 La microflore intestinale ..o 30
2 TSR o 0] o] o 11 o U =SS 33
T2 1 DEFINITIONS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e annnes 33
[ 2 2 Survie des ProbiotiQUES ..........vvviceeeeeiieie e e 35
[l 2 3 Mécanismes d’action des ProbiOtiQUES wevvvveiieeeeeeeiiiiiiciiciiievvieens 36
[l 2 4 Effets thérapeutiques des probiotiqUES..........uvviieiieeeeeeeeieeeeeeeeiaas 37
11 2 4 1 Prévention des infeCtions ..........coeeeeiiiiiiiiieee e 37
[l 2 4 2 Effets sur d’autres pathologies .............uceeeiiiiiiiieieiiiie s 37
[l 3 LES PréDIOtIGUES .. ..eiiiiiiiiiiiiiie ettt re e e e e e e e e e e e e e 38
[l 3 1 Critéres de sélection : digestibilité etiapde a étre fermenté ...........cccceeenen.... 39
1 31 1 DigesStiDilite ......ccoeeieiiiiieeeee e 39
[ 312 Aptitude a étre fermenté..........ocoeee e 40
[I 31 3 Les produits de la fermentation. .............euuevueiiiiiiininne e eeeeeeeeceeeeiieees 41
lll 3 2 Les différentes familles prébiotiques olsg@charidiques..............vvvieeeeeennn. 42
1 32 1 LesS FOS et PINUIING ....uuuuiei e 42
1 32 2 Le LACIUIOSE ...ttt e e 43
lll 3 2 3 Les Galactooligosaccharides (GOS) ..ccceeevviiiiiiiiiiieiiiiieiieeevviieien 44
[ 32 4 Les prebiotiques EMErgentS........ccccceerrrriiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeerennnnnnnnns 44
[l 32 4 1 Les isomaltoosaccharides (IMO) ......ccccovvieiriiiiiiiiiiiiiiiinn 45
[l 32 4 2 Les oligosaccharides de Soja (SOS) . oieeeeeeeiiiieiieeeiiiiiiineeenn 45



[11 32 4 3 Les xylooligosaccharides ..o 46
lll 3 3 Effet prébiotique et structure des oligada@rides..........ccccceeeeiiiiiieeeeennnn. 49.
Il 3 4 Amélioration des fonctions physiologiqudseéfet sur la santé....................... 50

Chapitre Il Extraction, caractérisation d’'une fraction arabinoxylane et

essais de dépOolYMErSALION...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e e e 53
| OBTENTION D’UNE FRACTION ARABINOXYLANE ...uvuiuieiniriininieinenienanenss 55
| 1 Les substrats végeétaux valoriSables ....cceeeeeeeeeeeiviiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeveeeeneeeeeens 55
| 2 Extraction d’'une fraction enrichie en arabin@es ...........ccccoeeeviiiiiniiinne. 97
| 2 1 EXtraction ChiMIQUE .........coevviiiiiiemccme e sttt s s e e e e e e e e e e e e e eeeeeeenneeeeenennes 59
| 2 2 Purification des arabinOXylanes ........cccceaiveiiiiiiiiieieeeeei e 61
| 2 3 Bilan de FextraCtion...........coooi oo e e oo e e 65
| 3 Caractérisation d’'une source commerciale dia@tylanes............cccccccvvvvvviieennnnnn. 65
| 4 Etude comparée de la distribution des massdscumaires des arabinoxylanes....... 67

Il HYDROLYSE DES ARABINOXYLANES EN ARABINOXYLOOLIGOSACC HARIDES

........................................................................................................... 69
I 1 Mise au point de la méthode de suivi d'hydB&EY...........cccooeveiiieieiiiiiiiieiees 69
[ 2 Hydrolyse des arabiNOXYIANES ........... o eeeeremnmnniiiaaaeaeeeeeeeeeeeeeeeeeesvenenneerneeees 73
[1 2 1 Hydrolyse ChimiQUE..........oeuueiiiiiciie e e 73
[1 2 2 Hydrolyse €nzymMatiQUe ........ccooeeeei oo ee e e e e 77
I 2 2 1 Choix des enzymes et contrOle des acBVite.............ccceevvvvvvviviciiiineeeenn. 77
I 2 2 2 Hydrolyse enzymatique des arabinoXylaneS...........ccceeeeeeeeviieeeeiininnnnnns 79
Il 2 3 Combinaison d’hydrolyses chimique et enzyud .............cccooeeeeeeeeeeeieeeennnns 82

CHAPITRE Il Optimisation de la production dAXOS : mise en ceuve

d’'une approche par plans d’eXPEri€NCES..........cuvvveeeeeeerieiriiiieieeeeeeerriinnnans 87
| DEFINITIONS ET APPROCHE THEORIQUE ....uivititiiieieneeeneaseseneneenenensnnes 90
Il APPLICATION A L 'OPTIMISATION DE L’HYDROLYSE CHIMIQUE : PROCESSUS
N PN 93
[ 1 DEfiNItion du dOMAINE . ...ooiiiiiiiiiiceeme e eee e e e e 93
[1-2 MAtriCe d’E@XPEIIENCES .....evveeeevieeeiimmmmmr e e e e e e e e e et e e ettt e s e e e e e eeeaaasaaaeaaaaeaees 95
[ 3 ANAlYSE dES MESUIALS ....ovvviiiieiii e 98
[1 31 Analyse globale ... 98
Il 3 2 Analyse mathématique : Construction d’'un &led....................cceoeevreeninnnnn, 103
Il 4 Utilisation du modele pour I'optimisation dugeessus N°L..........cccceevvvvvvvvnennnnnnn. 105
Il 5 Validation expérimentale du Modele........cccvvviiiiiiiiieiiiiie e 106
[1 6 EtUAE A€ IrODUSIESSE ...ouuneiiiiii e eeeee et e e e e e eeaaaaas 108
Il 7 Bilan de I'optimisation du proCesSSUS N°L fe . iiiiiiiiiiiiiiiiieee e eeeeeeeee e 109



[Il L’ HYDROLYSE ENZYMATIQUE : PROCESSUS N2 ....vvvvveeeeeeeeneneeennnnnnnnns 110

l1l 1 Définition des objectifs, des réponses eddmaine expérimental ...................... 110

12 ChOiX dU MOAEIE ... 112

[l 3 MAtriCe d'EXPEIENCES ....ceeeeeee ettt ee e e e e e s e e e 113

11 4 ANalySe deS rESUNALS .......cccoeieiiieeeeeeee e e 114
[V CONCLUSION ...ttt ettt ettt e e e e et e e e e e e e e e e eees 117

Chapitre IV Production d’AXOS a I'’échelle préparative et caractérisation

03 011100 [ PP 119
Partie A Production d’AXOS a I'échelle préparative..............ccceevvvvvvnnnnnns 121

| ELIMINATION SELECTIVE DES MONOSACCHARIDES PAR FPLC D’EXCLUSION
MOLECULAIRE SUR GEL SUPERDEX .euututiuteteae et eeaeeneaeeneaeeneaesneneaneanss 124

Il ELIMINATION SELECTIVE DES MONOSACCHARIDES PAR ULTRAF ILTRATION

[l 1 Vérification de la sélectivité de la membrafialtrafiltration............cccooeveeiieiianl. 62

Il 2 Application de la diafiltration a I'extractiosélective de la fraction oligosaccharides
des hydrolysats chimiques d’ At ... ...oovvrrriiiiiiiii e 132

Partie B Caractérisation physico-chimique des prduits d’hydrolyse ....135

| ANALYSE DE LA FRACTION AXOS 1 ..o 137
| 1 Composition osidique par CPG/SM ... 137
| 2 Mise en évidence d’oligosaccharides anioniqueesCEIl..............ccccevvvvviivvnninnnnn. 139
| 3 Analyse de la distribution de tailles des ofigocharides............ccccvvvvviiiiinnnnnn. 140
| 31 HPLC en phase normale sur gel de silice geesiminopropyle....................... 141
| 311 Expertise de la méthode sur un mélangéfdeance...........ccccccevvvvvveennnnn. 141
| 312 Application de la HPLC en phase normalaalyse des AXOS.......... 142
| 3 2 Fractionnement des AXOS 1 par HPSEC.. e 144
» Composition osidique des fractions obtenues.................ccceeevvvvvvvinnnns 147
» Analyse de la distribution moléculaire des fracidAXOS par spectrométrie
B MASSE ...ceiiiiiiiiie ettt e e e 149
POUI 18S AXOS Lo e a e 149
POUF 18S AXOS Bttt ettt 151
POUI 18S AXOS .ot e e e eaaas 155
[l ANALYSE DE LA FRACTION AXOS 2 ..o 157
Il 1 Analyse de la composition osidique par CPG/SM..............cccevvvvvviviiiiiincnnnn 115
Il 2 Analyse de la distribution de tailles des AX@S.............oovviiiiiiiiiiiiiee e 158
12 1 HPLC en phase NOIMAIE ..........uuuuimmm e 158
Il 2 2 Spectrométrie de masse en mode eleCtroEFBaY............coevvvvvvviiiciiiieeeeenn. 159

XI



Chapitre V Caractérisation de l'intérét biologigue des AXOS de sons de

(01 (== 1L 163
| CHOIX DES SOUCHES PROBIOTIQUES CIBLES ...vuvuiniiineniririeieeneenenenennes 166
Il CONTROLE DES EFFETS DES OLIGOSACCHARIDES SUR LES SOU CHES
PROBIOTIQUES ..tutuiuiiiuisisiaeee e eaeaeaeasasase e e e sasasaeasararer e e ssnenersararenens 167
1l ETUDE DES EFFETS DES AXOS SUR LES SOUCHES PROBIOTIQUES
SELECTIONNEES 1.tuttittuetiseteete et e e et s et e s et s et s e e e s et e e e e e e e e ea e anas 168
[ll 1 Essais sutactobacillus plantarum 299V..........cccceevviiiieieiiiieieeeeee e 169
[l 2 Essais suBifidobacCterium [ONQUML..........ooviiieiiiiiiieiccce e 171
[l 3 Essais suClostridium BULYHICUM.........coooiiiiiiieeee e 173
[Il 4 ESSaiS SUBACIIIUS CEIBUS......coiiiiii it e e e e eaaeeneens 177
Chapitre VI _Matériels et ME&thodes..........ccceeeveviiiiiieeiiiiiiiieeee e, 185
| REACTIFS ET MATERIELS UTILISES .uiriniiitiiiiieieeeteeeeeeeee e aeaeaeeeneas 187
| 1 SOIVANES €1 FEACTITS ....ccee i 187
| 2 SUDSEIAtS VEGEIAUX .oeeeieeieeieiei et e e e e e e e e e neees 188
IR = o Tor=1 = |V Y= U | £ 189
| 4 Matériels et équipements SCIENLIfIQUES ...eeeeuiiiiiiiiiiiiiiiiiieieee e 190
Production d’eau Ultra PUIE..........cooviiiieeeeeee e e e e eeeeeeee e 190
(@] o1 (¢11UTo =14 (o] o R 190
Spectrophotometrie UltraViolet-Visible ........cccceooiiriiiiiniii e 190
Chromatographies en phase liquIde ..........ccoceeeeiiiiiiiiiiiii e 190
Chromatographie en phase gAzZEeUSE ..........ccccmerveeeeeviiiiiiiieee e e e e eaeeeeen 191
Broyage et tamisage des echantillons...........ccvvviiiiiiiicccccceee, 191
Electrophorese sur gel de polyacrylamide ....cceeeeevvvveeiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeiiiies o
UIIafiltration........coeeeeieieee e 191
AQItation Orbitale...........ccoiiiiiieieeeet e e 192
Concentration et SECAGE..................t e e e e e e e e e e eeeeeees 192
SPECITOMELIIE 0B MASSE ....ceveveviiieiiiimmmmmmmm e e e e e e e e e reaeeea s 192
[l EXTRACTION DES ARABINOXYLANES ..uiuiuititieieieiiiieieea s eeeeneneneneanes 193
[l 1 Préparation des SONS de CEIEaAlES.....cuummmmmmrieeieiieeeeeeeiiiiieeeiiiiii s 193
Il 2 Délignification des SoNs de CEréale ... ieeeieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 193
[ 3 EXIraction @lCalINE .........cvviiiiiiiii e 193
Il 4 Elimination de I'amidon et deS ProteiNes ....ec....oooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 194
Il 5 Extraction, en phase solide, de la fracticabamoxylanes neutres ................cc....... 195
[l HYDROLYSES DES ARABINOXYLANES ...iuitititieieiiieneeaeaeeeeeeeenenenanas 196
[ll 1 Hydrolyse enzymatique directe des arabinomgRpurifies..........cccceevveeeeeeennnnn.. 196
[I 1 1 Hydrolyse par 'arabinase...........ooiiiiiiiiieiis e 196
[ 1 2 Hydrolyse par [€S XYlanases .........ccceeeeiiieii e eeeeeeeeeee e 196
lll 2 Hydrolyse chimique directe des arabinoxylapesifiés...............cccccccvvvviiiinennnnn. 196

Xl



[l 3 Combinaison hydrolyse chimique puisS eNzym@diq............ccoeeeeeeeeeeeeeeeeenienennnnns 197

[Il 3 1 Optimisation de I'hydrolyse chimique : PEESUS N°1..........ccccoevvvvvveeeiiiinnnns 197
[ll 3 2 Optimisation de I'hydrolyse enzymatiqueroBessus N°2...........cccccceeeeeeeennn. 198
l1l 4 Production d’arabinoxylooligosaccharides échelle préparative........................ 199
[Il 4 1 Hydrolyse chimique : ProCeSSUS N°L.. e eiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiianeee e e e eeeen 199
lll 4 2 Elimination sélective des monosaccharidasutrafiltration........................ 200
[l 4 3 Hydrolyse enzymatique : ProCeSSUS N°2.....cc.uuvvuurumiiiieeeeeeeaeeeeeeeeeeeeennns 200
[V AINALYSES .. ettt ettt ettt e e e e et s e e e e e e e e e e eees 201
IV 1 Caractérisation physico-chimique du matériggétal .............cccoeeeeeeeieeeriiiieeennnn, 201
IV 11Teneur €N lIPIAE ......coiieiii i s e e e e e e e e e e e e e ee e ennnnneeeennnes 201
IV 1 2 Taux d’extractibles hydrophiles........cc oo, 201
IV 1 3 TauX de MAtiEre SECNE........uuuiiiiiiiiiiieiiiiiiieeeee e e 201
IV 1 4 Teneur en protéines totales ..........coocceeiiiiiiiiiiiiiieee e 202
[V 15 TAQUX 08 CENUIES ....oeiiiiiiiiiiieee e s ettt ettt e e e e e e e e e e e e s s eeeeee e e e 202
IV 1 6 TeNEUr €N amitON......uu i eeeeee et e e e e e e e e e e 202
IV 2 Caractérisation des fractions arabinoxylartes&inoxylooligosaccharides. ...... 203
IV 2 1 DOSAQES A€ SUCTES tOTAUX ...ceevevertcmmmmmmm s e eeeeeeeeeeeeeeeeeiiaibinnn e s e e e e eeeaeen s 203
IV 2 2 Dosages colorimétriques des acides UroNiQUES. ........cceeeveeeeeeeereereeeeennnenns 204
IV 2 3 Analyse de la composition en monosacchan@@sCPG/SM....................... 204
IV 2 3 1 Préparation de I'échantillon ...........eeeeeeiieeeeeeeeeeceeeeevvviieeens 204
IV 2 3 2 Analyse des dérivés TMS par CPG/SM.........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiaieieeaiiiinns 205
IV 2 4 Estimation des masses moléculaires desidracairabinoxylanes et
arabinoxylooligoSacCNarides ...........ooo oo e 207
IV 2 5 Analyse des arabinoxylanes et des arabirmmtigosaccharides par
chromatographie d’échange d'ioNS .........ccccccviiiiiiiiiiii e 208
IV 2 6 Analyse des arabinoxylooligosaccharidesgmsomatographie liquide haute
performance en phase NOrMale............ooooiiiiiiiiiiiiiii e 208

IV 2 7 Détermination des masses moléculaires ddsrayxylooligosaccharides par
spectrométrie de masse en mode MALDI-TOF ... eeeeiiiieeeeeieeeeeeeeeeeeeeiinnnnnnn. 209

IV 3 HydrolySes enNZYMAtiQUES ..........oiiiesicceeeerrriiiiiiees s e e e e e eeeeeeeeeeeeessessnssnnnnnsnnnnes 209
IV 3 1 Mesure de I'aCtiVite XYlanaSe.........cueeererrriiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeessseseeneeees 209
IV 3 2 Suivi cinétique de 'NYArolySe ........oceeeevvvieeeeiiiiiiciee e 210

IV 32 1 Dosages des SUCres rEAUCLEUIS ....ccceeeeeeeieeeeeeeieeeeeeeee s 210
IV 3 2 2 Dosage des oligosaccharides et monosadelsar.................ccceeeeeeeeene. 210
IV 4 Analyses des acides gras & Chaines COUMES . ..uuveeerieiiiiiiiiiiiiiiiivvieeenn 211
IV 4 1 Par chromatographie en phase gazeusSe......cccccceeerrveiiiiiieiieeeeeeeseeeeeeennnnns 211
IV 4 11 Préparation de I'échantillon ........eveeeiiiiiiiiieccceee. 211
IV 4 12 Analyse des dérives TBDMS..........cooooiiiiiiiiieeeeere e 12
IV 4 2 Par chromatographie liquide haute perforn@anc...............ccceovvvveviiiiiinnnns 212
IV 5 Analyse des protéines par électrophorése sltg polyacrylamide en présence de

SDS i SDS-PAGE ... oot 214
IV 5 1 Préparation de I'échantillon ..........ccccccooeei oo 214
IV 5 2 Séparation €lectrophOrétiqQUe.........cccceeeevrriiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 214

V EVALUATION DE L’ACTIVITE BIOLOGIQUE ....vuvieiniieneniieeeeeeeeenenenenennes 215

V 1 Les souches bactériennes ULIlISEES .....ccuueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicccee e 215

V 2 Les milieux de cultures standards ........cccceeooiiiiiiiiiiii e 215
V 2 1 Milieu MRS pour Lactobacillus...........coee i 215
V2 2 Milieu M20 pour Bifidobacterium ..........ccccco oo, 216

Xl



V 2 3 Milieu TS pour CIOSHHAUM .......cuuiiiiimmmmm e
V 2 4 Milieu MH pour DaCIlUS .........eveiiiieiiie e e e 216
V 3 Préparation des iNOCUIUMS .........uuuuiimmiiiiiiiiiiieeeeeeeerreeee e e e e e e e e e e s ssnneeeeeees 216
217

V 4 TSt B CIOISSANCE . ... et et e e e
217

V 4 1 Préparations des milieux de CUltUre.......cceeevvvviiiieeieiiiiiiiiiciciiiiie e

V 4 2 Le teSt de CrOISSANCE........cooii ittt 217

V 5 Test d’'adhésion sur MUCiNg gastriqUE ....cccccevevverieiiiiiiiiiiiieieee e e e e e e e e e e eennes 219

V 5 1 Préparation deS PUILS .....uueueiiii i e eeeeeeeeeeeeeeeets s e e e e e e e e nnaaaaaaaes 219

V' 5 2 Préparation des CUTUIES..........ccoeiiiieieiiiiiiiiiieeeee e 219

ConclusioN et PErSPECHIVES.......iii i e 221
Références BibliographiqUES..............uuuuimmmmeeeiie e e 312
N g 1SS PSPPI 265

XV



Liste des Tableaux

Tableau 1 : Composition osidique des polymeéres pariétaux de blé. ..........cccooeeeeereirennnnnnnn. 15
Tableau 2 : Composition osidique des polysaccharides de la couche aleurone de blé. ......... 15
Tableau 3 : Composition osidique des polysaccharides de péricarpe de blé............ccccunn..... 15

Tableau 4 : Représentation, en g.kg-1 de matiére séche, des fibres diététiques (FD) et leurs
composition en lignines et polysaccharides autres que I'amidon (PAA) dans le blé, le seigle et
le mais. (BACH KNUDSEN 1997). ...cuuuiiiiiirtieeeerennieeeeesnsesesssnnessessnsesssssnsessesnnnseeesnsnnnnns 19

Tableau 5 : Composition des sons, exprimée en g pour 100g de SON. .......eeeeeeeeeieiiiiivnnnne 56

Tableau 6 : Composition osidique des sons de blé et de seigle, exprimées en moles pour 100
1] PRt 57

Tableau 7 : Composition des fractions arabinoxylanes extraites, exprimée en g pour 100g de
7= oL T o 1PN 60

Tableau 8 : Composition osidique des fractions arabinoxylanes extraites exprimée en moles
POUF 100 MOIES. . .evuiieiiie et e e s e s e s e e e e e e s e e e e e e e e s e e e ana s e ean s eanneaennn 61

Tableau 9 : Composition osidique des fractions AXpurif de blé et de seigle, exprimée en mole

POUF 100 MOIES. ...eieiieire ittt e s a s e s s e e s e e e e e e e s eaa e s e s s e eeaaesennnseennnsaes 63

Tableau 10 : Composition des arabinoxylanes commerciaux de mais, les teneurs sont

exprimées en g pour 100G d’AXCOM. ....ceeerrruuiieeerererereernnsreeeseeeeerssnneeeeesrersssnnneeeees 66

Tableau 11 : Composition osidique des arabinoxylanes commerciaux de mais, exprimée en

moles Pour 100 MOIES A'0SES. ......iiiruiiiiiiiietiie et r s e seaa e e ra e enan 66

Tableau 12 : Masses moléculaires et TR des dextrans utilisés pour la calibration de la
(o] (0] T g T ] PR 67

Tableau 13 : Estimation des masses moléculaires des arabinoxylanes extraits et

commerciaux, par HPSEC sur colonne Aquagel OH-60. ..........cccieiiiiiiiiiiinicnncr e 68

Tableau 14 : Nature, masse moléculaire et temps de rétentions des marqueurs utilisés pour

I'étalonnage de la colonne HPSEC Aquagel OH-30. .....ccoeereeeeeerinnniiiieeeeeeeeesssennnseeeeeseensnnns 70

XV



Tableau 15 : Etablissement de la relation entre I'aire du pic chromatographique et la quantité

dE SOIULE EIUE. ... ———— 73
Tableau 16 : Caractéristiques des xylanases utilisées au cours de lI'étude. .........cevvveieennnn. 78
Tableau 17 : Liste des combinaisons hydrolyses chimique puis enzymatique testées. ......... 83

Tableau 18 : Nombre de coefficients p et d'essais N, fixés par le réseau de Doehlert pour un

modele polynomial du SECONd dEGIreé. ......ccceiieiiiiieiiiiiiee e e e e ererrrrrr e e e e e e e eearrrr e e eeeeeeeenns 92
Tableau 19 : Définitions des facteurs, de I'étendue de leur domaine de variation ............... 94

Tableau 20 : a) Matrice d'expériences dapres le réseau uniforme de Doehlert a trois
facteursdans l'espace mathématique. b) : Valeurs réelles des conditions opératoires apres

transformation DiJECHIVE. ....iiuuu i 96
Tableau 21 : Définition des réponses et des objectifs visés pour chacune..........cccceeeeeeennnn. 97

Tableau 22 : Evolution des réponses pour chacun des essais de la matrice d’expériences

issue de I'utilisation du réseau de DOENIEIT. ....c...veeieeiieeeee e e e e s e s e e esn e ereseenreenneens 97

Tableau 23 : Evolution de lindice de satisfaction individuel en fonction de la réponse Y

BSSOCIEE, 1 iiiiiiiiie it it ettt e et ettt —————————— 99
Tableau 24 : Evolution des fonctions de désirabilités individuelles pour.............ccevvvvvnnnnn. 100

Tableau 25 : Calcul des désirabilités pour chacune des réponses du plan d'expériences et

expression de la désirabilité globale pour chaque €SSai. ......uuveeerreereeerreiiiiee e e e e eeeeenns 102

Tableau 26 : Quantification des qualités descriptive et prédictive du modele pour chacune

0[S (=) 0] = 104

Tableau 27 : Conditions optimales prévues, réponses et désirabilités calculées par le modéle.

Tableau 28 : Réponses mesurées et désirabilités calculées de l'essai réalisé dans les

conditions expérimentales optimales fournies par le modele..........coevvvvvviiiieeeeeeeeeeennnnnnnn. 106

Tableau 29 : Evolution des désirabilités individuelles et globales avec la nouvelle définition de

Tableau 30 : Comparaison des conditions expérimentales conduisant aux valeurs optimales
(o L= [ PPN 108

Tableau 31 : Conditions et résultats obtenus pour les essais consacrés a I'étude de la
robustesse du point de fonctionnement. ... 109

XVI



Tableau 32 : Nombre de modalités par facteurs. ........ccevevvriiiiiiee e 111

Tableau 33 : Conditions expérimentales issues de la matrice d’expérience établie par

I'algorithme d'échange pour & ProCESSUS NO2. ....uuvueuieeereeererrrrnsiseeeeeseresssnnnaeeeeeeseeerenns 114
Tableau 34 : Résultats du plan d'expériences relatif au processus N°2. ........ceeeeeevvvvnnnnnn. 115
Tableau 35 : Composition des mélanges étalons utilisés en FPLC..........ccceevveeeeeeeeennnnnnnnn. 124

Tableau 36 : Proportions relatives des oses, estimées par HPLC en phase normale et

exprimées en moles pour 100moles d’'oses identifi€s ..........uvevvrerreeeeereiiiiiinee e, 144

Tableau 37 : Amplitude de variation du nombre n de résidus osidiques présents dans les
oligosaccharides de la fraction AXOS 1-2. ....ciiiuiiiiiii e r s e ean 151

Tableau 38 : Espéces moléculaires présentes dans les AXOS 1-3. .....covvveiiveeeeeeeeeennnnnnnnns 156

Tableau 39 : Proportions relatives des différents oses identifiés par HPLC en phase normale,

exprimées en moles pour 100 moles d’0ses identifi€s. ........uvvreerreereerrriiiiie e, 159

Tableau 40 : Principales caractéristiques des fractions oligosaccharidiques retenues pour les

VS e = Totu A V713 o] o1 [oTa o [0 161
Tableau 41 : Identification des souches probiotiques sélectionnées ...........cceevvevevevvvnnnnnn. 166

Tableau 42 : Nature et concentrations des sources carbonées additionnées au milieu MH

pour la culture de BacilluS CEIEUS. .......vuuuiiiriiieieie e e e s e e r e eeea e eaaae e 177
Tableau 43 : Liste des principaux réactifs et solvants utilisés...........cccceveeiiieeerereeeeennnnnnnn. 187
Tableau 44 : Niveaux des facteurs définis par le réseau uniforme de Doehlert. ................ 197

Tableau 45 : Matrice d'expériences pour |'étude de I'effet des facteurs sur la processus n°2.

Tableau 46 : Gradient de force ionique utilisé pour l'analyse des différentes fractions

arabinoxylooligosaccharides, par CEL.........cciviuuiiiiiiiiciiin e r s er s s e e eean 208
Tableau 47 : Programme de température pour I'analyse des dérivés TBMS en CPG/SM. ... 212

Tableau 48 : Liste des sources carbonées pour |'étude de l'effet sur la croissance des

différentes SOUCNES DACLEIIENNES. ....cuuieeeieeeeeee e et e e eeeees s e s easesaeseasseasesnsesnssrnnseennsens 218

XVII



XVII



Liste des figures

Figure 1 : Sections longitudinales d’un grain : a) de mais (tiré de CHANLIAUD 1995a) b)

de blé (tiré de BOUDREAU, 1992). ...uuuiueeeeee e et e ettt e et e e et ettt et et e a e e teseaaaaenans 14
Figure 2 : Structure du résidu - D-XylOPYranOSe. .....c.vueeeeiirieieiisisiisisirereseieisseisnnens 16
Figure 3 : Structure hélicoidale de xylane liN€aire. ..............cvueuiuieiiiiiiriiiiniiiainannnnn, 16

Figure 4 : Structure des principaux oses constitutifs des hémicelluloses de céréales ..... 17
Figure 5 : Principaux acides phénoliques des parois de céréales. ..............ccccuvevuvennn... 18

Figure 6 : Organigramme de |’extraction des arabinoxylanes de sons de céréales, par
(Vo] (=Iel 111 g 01 [« [V L= S 58

Figure 7 : Structure schématisée des interactions entre les différents constituants du son,
d'apres Mandalari (2005).......euuu ettt ettt ettt a et aaa 60

Figure 8 : Organigramme du traitement de purification des AXprute «veeveeveereiieiieiieiienen. 62
Figure 9 : Purification des AXy.+ par extraction en phase solide sur échangeur d’ions. La
représentativité des fractions est exprimée en g d’oses pour 100g d’oses déposés, dosés

PAr 1a MEtNOAE A€ DUDOIS. ......cveee ettt ettt e et e et a e e e ananan, 64

Figure 10 : Courbe d’étalonnage de la colonne polyol Aquagel OH-60, les marqueurs 6 et
7 correspondent respectivement au xylose et au NaCl. ..........c.coviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinninnn, 68

Figure 11 : Profils chromatographiques des marqueurs de masse utilisés pour
I’étalonnage de la colonne AGQUAGE! OH-30. ......ueieieieiriiietiseeiereieseseseeraeisisiesenans 71

Figure 12 : Etalonnage du DDL a l'aide des différents marqueurs de masse moléculaire :
AXcom, Inuline,FOS RP95 et Xylose. Les quantités déposées, m, de chaque marqueur sont
comprises €ntre 51G €6 200UG. .....vunruris ittt e 72

Figure 13 : Suivi cinétique de I’hydrolyse acide de AX..m» de mais par HPSEC et détection
J<T = 1oae g =10 e 1 L= 74

Figure 14 : Suivi cinétique de I'hydrolyse chimique des AX, par HPSEC et détection
réfractométrique : a) AXcom de mais, b) AXpurir de blé et c) AXpurir de seigle................... 75

Figure 15 : Effet de la durée et de la température sur la distribution en taille des produits
d’hydrolyse des AXcom, €stimée par HPSEC sur colonne Aquagel OH-30. ...................... 77

Figure 16 : Analyse par électrophorese sur gel de polyacrylamide a 12%, des différentes
préparations enzymatiques utilisées pour I'hydrolyse des AX......ccouvuviveieiesininininiieinnns 79

Figure 17 : Suivi par HPSEC de la distribution des masses moléculaires des AX.om de mais
au cours de I'hydrolyse par 1a Xylanase XL. ........uuue ettt ettt eite it aaeaaea, 80

XIX



Figure 18 : Hydrolyses d’AX..m de mais par différentes combinaisons enzymatiques, les
proportions de chaque famille moléculaire, déterminées par HPSEC, sont exprimées en
= L=l =l = 10 AL =T PP 81

Figure 19 : Suivi cinétique de I’hydrolyse de xylane linéaire de hétre par la xylanase XS.
Les concentration en enzyme et en substrat sont respectivement de 0,2 UE.mL™? et
05 e o] A 82
Figure 20 : Suivi par HPSEC de I’évolution de la distribution des masses des produits
d’hydrolyse des AX aprés : étape 1 (TFA 0,5M, 60°C 2h) puis étape 2 (XL pendant 110h)
Figure 21 : Effet de diverses combinaisons d’hydrolyses chimique puis enzymatique des

AXeom, iSSUS de mais, sur la distribution en taille des produits de la réaction................. 84

Figure 22 : Représentation de la recherche d’un optimum par la méthode du simplexe,

A'APIES LOUVEL 20005, ...o.veueiri ittt st ettt ettt et et et sttt et anaaeanenenns 88
Figure 23 : Représentation schématique des essais a réaliser et définis par
le réseau de Doehlert @Vec 2 fACtEUIS. .uiiei ettt ettt ieaeaaaaanans 92
Figure 24 : Représentation schématique du domaine expérimental. ................c.c......... 95

Figure 25 : Représentation graphique du domaine expérimentale et positionnement des
essais définis par le réseau uniforme de DOENIEIt. ......c.vuiieiiiiiiiiiiiisiiieiiiieiiiieiiineieins 96

Figure 26 : Représentation graphique générale d’une fonction de désirabilité continue
(pointillé rouge) ou discontinue (trait plein bleu), en fonction de la valeur d’une réponse
Y, lorsque celle-ci doit Etre MaxXimiSEE. .........u.e ettt ettt ettt e ettt e e ieaeaeens 98

Figure 27 : Représentation graphique des fonctions : a) Désirabilité d, associée a Y;; b)
Désirabilité d, associée a Y, ; ¢) Désirabilité dz assSOCIEE @ Y3...uuvvevevevriririiieiesininsnnn, 101

Figure 28 : Adéquation entre les valeurs de la réponse Y, calculées par le modéle et
MESUFEES EXPEFMENTAICIMIENTE. ...ttt ettt et ettt et teiesenenens 104

Figure 29 : Représentation du domaine expérimental proche de I'optimum pour |’étude de
0] 010y =X =S 108

Figure 30 : Représentation du domaine expérimental discontinu relatif au processus n°2,

........................................................................................................................ 112
Figure 31 : Répartition des 12 essais a réaliser pour estimer les coefficients du modéle
= Lo Lo 1 1 113
Figure 32 : Adéquation des deux réponSeS Yi € Yo cuuu ittt eteteieieaeaaaaann, 115

Figure 33 : Tracé de l’effet moyen des facteurs : a) sur la réponse Y, b) sur la réponse
0 TP 116

Figure 34 : Superposition des profils chromatographique HPSEC de linuline, FOS RP95,
xylose, et hydrolysat chimique de AXcom A€ MaiS. ...ccuvviriii ittt it aiieans 125

Figure 35 : Chromatogramme du mélange 1 Inuline + Xylose obtenu sur Superdex 75 et
AELECtion FEfraCtOMELIIQUE. ........ e ettt ettt ettt ettt e et e et e s anaaaeaens 125

XX



Figure 36 : Schéma de principe de la diafltration en mode discontinu. V, = volume initial,
Vg = volume de rétentat fiNal. .........uuuieiis ittt sttt ettt aeseanasennns 127

Figure 37 : Evolution du flux de perméat en fonction du facteur de réduction volumique.
........................................................................................................................ 128

Figure 38 : Evolution du flux de perméat J en fonction du nombre de cycles n de
oo ) g ol=lala a=10 0] g V4o {1 [V L4 (o] s PR 128

Figure 39 : Evolutions du taux de rétention des oligosaccharides et des monosaccharides
ainsi que du rendement de récupération de chacune de ces famille de composés en
fonction du nombre, n, d’opérations successives de concentration / dilution............... 129

Figure 40 : Comparaison des profils chromatographiques de perméat, de xylose et de
FOS type RP95. Analyse effectuée par HPSEC sur colonne Agquagel OH-30 et détection
DD L. .. 130

Figure 41 : Evolution de Ila concentration résiduelle en monosaccharides et
oligosaccharides dans le rétentat en fonction du nombre de cycle, n, de
CONCENLIratioN/AilULION. . ...vi ittt ettt ettt sttt s sttt a e tsa s s easasssasnseeaines 131

Figure 42 : Effet du traitement d’ultrafiltration sur la distribution en tailles des produits
d’hydrolyse d’arabinoxylanes de : a) blé, b) seigle et C) Mais. ...........ccovevvvevevenennnn. 133

Figure 43 : Analyses physico-chimiques des hydrolysats au cours du processus
Lo o) o1 =] 01 (o) o PR S 136

Figure 44 : Comparaison des compositions osidiques des AXOS 1 issus des différentes
o= == =2 137

Figure 45 : Analyse des AXOS 1 de seigle, par CEI sur colonne Accel plus QMA. Détection
UV a 220nm et réfractométrique, en série. Collecte de I’éluat par fractions de 1min et
dosage des oses totaux par la méthode de DUDOIS. ........c.cuuiiiieiesiiiiisiiiieieieaiaiaaana, 139

Figure 46 : Analyse par HPLC, en phase normale sur gel de silice greffée aminopropyle,
de la préparation commerciale de FOS RP 95, détection réfractométrique.................. 141

Figure 47 : Analyse par SM en mode MALDI-TOF de la distribution des masses
moléculaires des fructooligosaccharides du produit de référence RP95...........c.ccccveuen. 142

Figure 48 : Analyse des AXOS 1 par HPLC en phase normale sur gel de silice greffée
aminopropyle, avec détection réfractométrique : a) AXOS 1 de seigle, b) AXOS 1 de blé.
........................................................................................................................ 143

Figure 49 : Analyse des AXOS 1 par HPSEC sur colonne Aquagel OH-30 et détection
DDL : a) AXOS 1 de mais, b) AXOS 1 de blé et c)AXOS 1 de seigle. ..............cocvuvvn.n. 145

Figure 50 : Analyse par HPSEC, sur colonne Aquagel OH-30, des fractions F;, F, et F3
issues des AXOS de blé, avec dELECLiON DDL. .........uveiueiiisisiiesiiesiisesiiesiiessieieines 147

Figure 51 : Composition osidique relative, exprimée en moles pour 100 moles, pour
chaque fraction et pour chaque source de son de CEréale. .........c.cviviiiiiiiiiiieieiieieinn, 147

Figure 52 : Comparaison des proportions osidiques relatives, exprimées en moles pour

100 moles, pour chaque type d’oses et chaque fraction en fonction de la nature de la
(o<1 e =T (=l Mo g e o I PP 148

XXI



Figure 53 : Analyse par spectrométrie de masse en mode MALDI-TOF, de la fraction

AXOS 1.1 0SSUE E IM@IS. ...ttt et et ettt et e et a et e a ettt easeaaraaanaaans 149
Figure 54 : Agrandissement du domaine de masse 1900-2500 du spectre SM/MALDI-TOF
A’AXOS 1.1 0SSU A€ M@IS. ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt eaaaaaaaens 150
Figure 55 : Analyse par spectrométrie de masse en mode MALDI-TOF de la fraction AXOS
B L L= L= 1 2 = 1 KT 152
Figure 56 : Agrandissement du spectre de AXOS 1., de mais. ........ccoovieinvieiiiennainnn.. 152

Figure 57 : Représentativité des ions caractéristiques de chaque famille d’oligoméres en
fonction de la nature des substrats d’ Origine. ..........cvuuueiiieiiiiiiiiiiistiiisiiesianianns 153

Figure 58 : Spectre de masse en mode MS-MS sur l'ion a m/z 1141 de la fraction de
AXOS 1.5 0SSUE A€ MAIS. vttt ittt ettt ettt st ettt sttt s et ssssaseaseessssansssnnes 154

Figure 59 : Analyse par spectroscopie de masse en mode MALDI-TOF de la fraction AXOS
B LT 0 1= (=1 o < Tt 156

Figure 60 : Composition osidique des différentes fractions AXOS 2, exprimée en moles
POUE 100 MOIES U 0SES. .vvriiieit ettt ettt ettt ettt ettt a s e s aa s eaeaesnnaaeaneanes 157

Figure 61 : Comparaison des rapport A/X dans les différentes fractions issues du

processus d’hydrolyse des AXpurir de blé, de seigle ou d’AXcom de mais. ..................... 158
Figure 62 : Analyse de AXOS 2 de seigle par HPLC en phase normale sur gel de silice
greffée amonipropyle et détection réfractomeEtriQUE. .........c.veveiririieiisisiiiiiriieieienensns 159
Figure 63 : Analyse d’AXOS 2 issus de mais, par SM en mode ESI. ...............cc.ccuuuunn. 160

Figure 64 : Courbes de croissances de Lactobacillus plantarum 299v sur milieu de culture
MRS complémenté par différentes sources carbonées : a) suivi estimé par mesure de DO
a 570nm, b) suivi estimé par dénombrement des bactéri€s.............ccocvvviviiiieienenins 170

Figure 65 :Croissance de Lactobacillus plantarum, aprés 12 et 24h de culture en milieu
MRS complémenté par différentes sources carbonées, exprimées en UFC.mL™* de milieu
Lo L= ol U ] =S 170

Figure 66 : Dosage de l‘acide lactique et des acides gras a chaine courte, aprés 24h de
culture de Lactobacillus plantarum sur milieu MRS complémenté par différentes sources
o= 5o g 1= S 171

Figure 67 : Croissance de Bifidobacterium longum, aprés 22 et 33h de culture sur milieu
M20 complémenté par différentes SoOUrCeS CarbONEES. ........uvueieieiesisiiiiieieiesininsinins 172

Figure 68 : Croissance de Clostridium butyricum aprés 24, 32, 48 et 56h de culture en
milieu TS supplémenté par différentes sources carbonées, exprimée en DO mesurée a
34 0. 1] o T 174

Figure 69 : Photographies de Clostridium butyricum dans différentes conditions de
culture, aprés coloration de Gram. a) Préculture de Clostridium butyricum sur milieu TS
standard, b) Culture de 24h de Clostridium butyricum sur TS avec AXOS 1 de blé, c)
Culture de 24h Clostridium butyricum sur TS complémenté par Glc, d) Culture de 48h
Clostridium butyricum sur TS avec AXOS 1 de BIE..........ccvuieiiiiiiiiiiiiiiiiiisiiiiniieinnn 175

XXI



Figure 70 : Dosage de l'acide lactique, et des acides gras a chaine courte apres 48h de
culture de Clostridium butyricum sur milieu TS complémenté par différentes sources
o7 /Yo ) 1< =X 176

Figure 71 : Courbe de croissance de Bacillus cereus, complémenté par différentes
sources carbonées, suivi par DO a 600nm : a) sur milieu MH avec amidon, b) sur milieu
MH SGNS GIMUAON. ...ttt et et ettt ettt a e 178

Figure 72 : Courbe de croissance de Bacillus cereus, complémenté par différentes
sources carbonées, suivi par dénombrement des colonies : a) sur milieu MH avec
amidon ; b) sur milieu MH Sans amidoOn............ueuieiiiiiii sttt aaeaaa 180
Figure 73 : Contréle de la sporulation au cours de la croissance de Bacillus cereus,
complémenté par différentes sources carbonées : a) sur milieu MH avec amidon, b) sur
Milieu MH SANS @IMUUON ...ttt ettt ettt ettt ettt et aateaaraaaees 181

Figure 74 : Effet des conditions de culture standard (avec amidon) de Bacillus cereus sur
la capacité d’adhésion de la bactérie sur la mucine gastriqQue. ............cocveviriveieienenens 182

Figure 75 : Analyse des protéines de surface de Bacillus cereus par électrophorése sur
gel de polyCrylamide @ 12%0. ... ettt ettt ettt 183

Figure 76 : Programme de température pour l'analyse des dérivés TMS par CPG/SM ..205

Figure 77 : Etalonnage de la colonne Aminex par les acide gras a chaine courte et I'acide
1= Lol o [0 L= 213

XX



XXIV



A/X
AGCC
AM
Ara
AX
AXOS
CEl
CPG
DP
ESI
FOS
Gal
Glc
GOS
HPLC
HPSEC
IMO

MALDI-
MM
MOS
O1
02

P1

P2

SM
TFA
TMSIm

UE
UF
UFC
XL
XM
XOS
XS
Xyl

Liste des abréviations

Rapport entre le nombre de moles arabinose et
Acide gras a chaine courte
Arabinase Megazyme

Arabinose
Arabinoxylane
Arabinoxylooligosaccharide
Chromatographie d’échange d’ions
Chromatographie en phase gazeuse
Degré de polymérisation

Electrospray ionisation
Fructooligosaccharide

Galactose

Glucose

Galactooligosaccharide

High performance liquid chromatography

High performance size exclusion
Isomaltooligosaccharides
Monosaccharide
Matrix assisted laser desorption/ionisatiome
Masse moléculaire
Maltooligosaccharides

Oligosaccharide de DP>10
Oligosaccharide de DP<10

Polymere de haute masse moléculaire
Polymere de faible masse moléculaire
Spectrométrie de masse

Acide trifluoroacétique
Triméthylsilylimidazole

Temps de rétention

Unité enzymatique

Ultrafiltration

Unité formant colonie
Xylanase Lyven
Xylanase Megazyme
Xylooligosaccharide

Xylanase Sigma
Xylose

XXV






INTRODUCTION GENERALE






- Introduction générale -

La valorisation des co-produits de cultures céeéedi tels que rafles de mais, paille,
sons... est assez largement diversifiée et vise piglications dans plusieurs domaines tels
gue les détergents, matériaux composites, prodaitgels d’'intérét pharmaceutique, produits
cosmétiques, biocarburants, ou encore plastiquedébradables. Cette derniére voie de
valorisation a été largement développée au seilalmhratoire depuis plusieurs années. Mais
avec I'’émergence du nouveau concept d’ « alimemtgtnctionnalisée » une nouvelle voie
de valorisation, par la bioconversion de certaiogstituants polysaccharidiques de ces co-
produits en substances a propriétés prébiotigueEmnpelles, peut étre expertisée. Ce travail

est une contribution au développement de cettenmiwelle de valorisation.

L'intérét porté aux céréales quant a leurs potkidigad'utilisation en alimentation
fonctionnalisée est tres récent. Il s’'inscrit dame démarche plus générale dont I'objet est
d’apporter des réponses a trois déefis majeurs duieent relever aujourd’hui les pays

industrialisés, a savoir :
» contréler le colt des dépenses de santé

* permettre aux populations agées de vivre non seulepius longtemps mais aussi

dans de bonnes conditions de santé

e proposer aux consommateurs, de moins en moins rdidps, un choix élargi

d’aliments bénéfiques pour la santé et préts agdlem

Dans le méme temps, les progrés réalisés dan<ilmsces de la vie viennent étayer
'hypothese selon laquelle outre leur rdle nutntiel, les aliments peuvent moduler
différentes fonctions physiologiques et avoir aites effets sur I'état de santé. On constate
actuellement une évolution dans les concepts aitiont reposant initialement sur le contréle
d’absence d’effet néfaste, ils évoluent vers uneheeche d’aliments permettant de
promouvoir un état de bien étre, une meilleureéantune réduction des risques de maladies.
Ces nouveaux concepts ont été rapidement assipaléte consommateur. Et bien que les
connaissances en nutrition restent du domaine piEgadistes, la prise de conscience sur la
relation nutrition—santé est toutefois en train aleitre notablement. De plus, les progrés
réalisés en sciences des aliments permettent adwstiels d'utiliser des techniques

sophistiquées pour controler et améliorer la stmecphysique et la composition chimique des



- Introduction générale -

produits alimentaires. Il y a donc une croissaetesilisation aux bénéfices supplémentaires
apportés et un marché potentiel pour les alimemstionnels. Durant la derniére décennie,
tout d’abord au Japon puis aux USA, ces nouveangeapis ont conduit au développement de
la notion "d’aliments fonctionnalisés”. Un alimeest dit "fonctionnalisé" s’il répond au

moins a l'un des critéres suivants :

e contient un composé, nutriment ou non, qui affetgefacon bénéfique une ou un

nombre limité de fonctions biologiques,
» possede un effet physiologique ou psychologiquelende I'effet nutritionnel,

* un aliment fonctionnel doit avoir un effet notabla le bien étre et la santé ou induire

une réduction du risque de maladie.

Le constituant qui confere la qualité fonctionnetle l'aliment peut étre soit un
macronutriment, s’il a un effet physiologique sfifcie, soit un micronutriment essentiel si

sa consommation est au-dessus des recommandationaljeres.

En outre, il peut étre un composé alimentaire mémea valeur nutritive n'est pas
connue comme essentielle, tels que certains olgbsaides, ou méme sans valeur

nutritionnelle, tels que les microorganismes.
Il est possible de produire des aliments fonctitiséa de différentes facons :

» en augmentant la concentration d’'un constituant @ona démontré les

effets bénéfiques,

» en ajoutant un tel constituant qui n'est pas noemant présent dans
laliment (tel gu'un anti-oxydant non vitaminiqueuoun fructane
prébiotique),

» en substituant un composé a effet bénéfique démamtun composé
constitutif de I'aliment mais dont les effets néémssont connus (tels que

certains lipides),

» en augmentant la biodisponibilité des constituatgsl’aliment dont les

effets bénéfiques ont été démontrés.

Mais I'établissement d'une corrélation entre cedetef bénéfiques et certains
constituants alimentaires nécessite une approchentificue rigoureuse pilotée par la

fonction associée au produit et non pas par leyirdgi-méme.
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L’'appareil digestif humain est constitué de la bwycla cavité orale, 'oesophage,
'estomac, lintestin gréle et le colon. Les fomcets essentielles du gros intestin sont bien
connues : absorption et sécrétion de certainsrélgies et de I'eau, stockage et excrétion des
déchets de digestion. Depuis une décennie, unatiatieparticuliere est portée sur celles des
fonctions du colon qui affectent la santé de I'hétéa nutrition. De ce point de vue, la flore
microbienne est la plus importante. Avec plus d& bactéries par gramme de contenu
intestinal et plus de 500 genres bactériens diftérde célon est de loin la région du corps la
plus riche en microorganismes. Du fait du procesgugermentation, les bactéries du célon
produisent une tres grande variété de composésapbuwoir des effets néfastes, ou
bénéfiques sur la santé. Parmi eux, les acidesadmine courte, AGCC (ou SCFA, short
chain fatty acid) font partie des substances bgué§ les mieux identifiées. On peut donc
penser pouvoir moduler les effets sur la santéhdgel en modifiant la composition de cette
flore intestinale de facon a en optimiser les faomd bénéfiques a I’héte. Deux concepts ont

alors émergé : celui de bactéries probiotiqueglei de substances prébiotiques.

Initialement décrit comme un organisme ou une sulggt contribuant a I'équilibre
microbien intestinal par SPERTI (1971), la notienptobiotique a été redéfinie par FULLER
(1989) : un probiotique est un « organisme vivamoaté comme complément alimentaire qui
affecte de facon bénéfique la santé de I'héte eimagant I'équilibre de sa flore intestinale ».
Selon cette définition plus restrictive, un prolgjae doit nécessairement étre viable et les

substances antibiotiques en sont exclues. Quatéees sont associés a cette définition :
» un probiotique doit pouvoir étre produit a I'étaahle et a grande échelle
en vue d'applications industrielles,
> il doit rester viable et stable respectivement p@ndson utilisation et
durant son stockage,
> il doit étre capable de survivre dans les conddi@iu tractus et de
I'écosystéme intestinal,

> L’héte doit tirer un bénéfice santé de la consonmwnad’un probiotique.

Parmi les souches bactériennes aujourd’hui idéesfipour répondre a ces critéres on
trouve les lactobacilles, les bifidobactéries, aieg bacilles ou encore des streptocoques. Les
modes d’utilisation développés de nos jours sosergellement issus de l'industrie laitiere et
notamment les produits a base de lait ferment@rbbléme majeur est la nécessité pour le

probiotique de s’installer et de séjourner danscdon, donc d’adhérer a I'épithélium
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intestinal. Les conditions de stress environnenterdans lesquelles il se trouve
compromettent le plus souvent ses chances de sllrgi@t notamment entrer en compétition
pour les nutriments et les sites écologiques denggdtion avec les bactéries colonisatrices
naturelles. Les travaux de BOUHNIK (1992), ont méntue sans une consommation

continue le probiotique était rapidement entrainexerété du célon.

Une autre approche, qui permet au moins en pdéiater ces problémes, est de fournir
des nutriments spécifiques de la flore bactérieb@ecfique déja implantée, la notion de
substance prébiotique est ainsi apparue. Par iéfiniGIBSON et ROBERFROID (1995),
une substance prébiotique est un « ingrédient atime non digestible qui affecte de fagon
bénéfique la croissance et/ou l'activité d’'un noenbmité de genres bactériens, améliorant

ainsi la santé de I'héte ». Les criteres a rengairune telle substance étant les suivants :

> ne pas étre hydrolysée ni absorbée dans la pamtérisure du tractus

gastro-intestinal,

> étre sélectif a I'égard d’un, ou d’un nombre rastrele genres bactériens

pour en stimuler la croissance et/ou en activenééabolisme,

» par voie de conséquence, induire une modificat®fadcomposition de la

flore microbienne, en faveur d’un meilleur équiglpour la santé de I'h6te,

> Induire des effets bénéfiques directs ou systémiguela santé de I'héte.

Plusieurs constituants alimentaires répondent amier critere ; certains glucides
(oligo et polysaccharides) certains peptides etgpres et certains lipides, sous forme d’éthers
ou d’esters. Ces differents composés naturelsaatria I'état integre au niveau du coélon et

servant de substrat pour la flore endogéne pe@tentualifiés de « colonic food ».

Parmi eux se sont essentiellement certains olighsaicles et polysaccharides qui
peuvent remplir les trois derniers critéres. Ertefbien que quelques peptides et protéines,
pour la plupart d'origine laitiere et végétale, esti connus pour étre partiellement non
digestible et pour faciliter I'absorption de cenications tels que le €aleur réle bénéfique
sur la flore intestinale bactérienne n'a pas ét@aidré. A l'inverse la protéolyse anaérobie
peut générer des substances toxiques. En ce qceranles lipides leur métabolisme par la

flore microbienne est trés mal connu.
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Les glucides non digestibles comprennent I'amid&sistant, les polysaccharides de la
paroi cellulaire, les hémicelluloses, les pectisédes gommes. Or les produits céréaliers
contiennent ces polymeres végétaux. L'intérét patté céréales quant a leurs potentialités
d’utilisation en alimentation fonctionnalisée esstrécent. Les céréales assurent 60% de la
production alimentaire mondiale, fournissant destgines, des fibres diététiques, de
I'énergie, des minéraux et des vitamines nécessaita santé humaine. On peut résumer les
applications potentielles des céréales ou de lmmstituants a I'alimentation fonctionnalisée

en quatre points :

» substances fermentescibles pour la croissance desoamganismes

probiotiques, notamment lactobacilles et bifidobaes,

> fibres diététiques capables d’engendrer des effplg/siologiques
béneéfiques
» substances prébiotiques de part leur contenu esidglsl non digestibles

(assimilables) par I'homme,

» matériaux d’encapsulation pour les microorganisprebiotiques afin d’en

assurer la protection lors du transit.

Dans I'objectif de valorisation a des fins d’aliniefonctionnels, des sous produits de la
culture céréaliere, le son est un candidat a eispertLe son de blé par exemple, co-produit de
minoterie, qui représente entre 14 et 19% en paoidsgrain, comprend les couches
protectrices externes, la couche d'aleurone etrégislus d’amidon de I'endosperme. C’est
'une des sources les plus riches en fibres alienead et I'essentiel (46%) est constitué de
polysaccharides autres que I'amidon. Parmi euxptegipaux sont les arabinoxylanes, la
cellulose et desp(1-3) et B(1-4) glucanes, respectivement 70%, 24% et 6% des
polysaccharides non amidon. Des traces de glucamanet d’arabinogalactanes issus des
cellules d'aleurones et d’endosperme sont aussseptés. De faibles quantités de

xyloglucanes associés aux arabinoxylanes dangileapgge ont aussi été trouvees.

L’objectif de notre travail a donc été d’extrairesdconstituants polysaccharidiques de
différents sons de céréales, blé et seigle et motnh la fraction arabinoxylane, de les
caractériser chimiquement et d’optimiser, a I'adlen outil de décision, un processus de
dépolymérisation répondant a des criteres de tpdleréférence aux fructooligosaccharides,
ou FOS, commercialisés aujourd’hui en tant que iptigjue. Les différentes fractions
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d’oligoméres, de type arabinoxylooligosaccharideteoues, ont enfin été testées quant a leur

aptitude a répondre aux criteres de définition gigbiotique.

Toutefois, si les données de la littérature coren@ries propriétés prébiotiques des
xylooligosaccharides (XOS) issus de sons de cé&ré&almt conséquentes, celles relatives aux
arabinoxylooligosaccharides (AXOS) fortement subés, sont beaucoup moins nombreuses.
De ce fait, il aurait été hasardeux de préjugefatteinte de I'objectif que nous nous étions
fixé. C’est pourquoi tout au long de I'étude guad I'objet de ce travail de these, nous avons
eu en permanence le soucis de définir puis de enattrpoint une approche méthodologique
qui soit ultérieurement adaptable et transféraliarga production et la caractérisation
d’oligosaccharides d’intérét biologique a partirfaections polysaccharidiques différentes des
arabinoxylanes de sons de céréales. Cette approtiigatoirement pluridisciplinaire, a
nécessité 'utilisation de nombreux outils tantnateau de la production, de la caractérisation
physico-chimique, que de la mesure de I'activitddgique. La mise en place et la maitrise de
ceux-ci constituent une part non négligeable deail pionnier réalisé dans le cadre d’un

laboratoire initialement dédié a la chimie orgaeiqu

La présentation de ce travail est structurée epaities suivies d’une conclusion et des

perspectives qui en découlent.

La premiere partie est consacrée a une étude g@ibpbique résumant les
connaissances acquises dans les domaines de dtextrales polysaccharides de sons de
céréales et des processus de transformation pleysiimique et biochimique a des fins de
valorisation. De ce point de vue, le theme préqiaien relation avec les microorganismes

probiotiques est également développé.

La deuxiéme partie regroupe les résultats relatitse part a I'extraction et a la
caractérisation des arabinoxylanes constitutifssibes de céréales étudiés, d’autre part aux
différents traitements de dépolymérisation mis enuvree pour produire des
arabinoxylooligosaccharides (AXOS) d'intérét bidpge potentiel. En conclusion a cette
seconde partie, apparait la nécessité d'une apprpblis rationnelle d’optimisation du
procédé faisant appel a l'outil plan d’expériencka. démarche utilisée pour cela est

développée dans la troisiéme patrtie.

La mise en ouvre a I'échelle préparative du procddsi optimisé et la caractérisation

des fractions AXOS obtenues sont présentées danguatrieme partie.
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Les résultats de I'expertise biologigirevitro de ces fractions sont présentés dans la
cinquiéme partie. Les effets constatés sur la sanise, la sporulation et I'aptitude a produire
des acides gras a chaine courte, AGCC, de bactddegenre Lactobacillus, Bacillus
Bifidobacterium et Clostridium sont comparés a celtenus avec des prébiotiques de

référence FOS sur les mémes souches bactériennes.

La sixieme et derniere partie présente les maseeteinéthodes utilisés au cours de cette

étude.

En conclusion nous faisons un bilan de I'ensemlgece travail et développons les

perspectives que I'on peut en attendre.
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I Les Sons de Céréales

I 1 Mouture et histologie du grain

Les sons de céréales sont des coproduits de maoggrésentant avec la farine et le
germe, I'une des trois fractions de la mouture.o®sdkes conditions de broyage, le son
représente 10% a 20% du grain, mais le blé etitgesent des comportements différents
(WEIPERT 1997).

D’un point de vue tissulaire, alors que le germi&adarine proviennent respectivement
de I'embryon et de I'endosperme amylacé, le sorissstdes parties externes du grain. Il est
constitué du péricarpe, du tégument séminal eadmliche aleurone. Le péricarpe regroupe
les enveloppes périphériques, le tégument sémaredéspond a I'enveloppe de la graine et la
couche aleurone se situe entre I'endosperme etnesloppes périphériques. Le son est de
plus généralement contaminé par des fragments oisgedme qui ne se sont pas détachés lors
du broyage. Une représentation schématique d’unpectongitudinale de grains de blé et de

mais est donndeure 1.

a)
Tissus Fractions de
mouture
épicarpe ] &
mésocarpe Péricarpe
endocarpe B Son
tégument séminal Enveloppe
de la graine
cellules a aleurone
endosperme vitreux Albumen ;
Farine
endosperme farineux
cotylédon T =
Embryon Germe
axe embryonnaire 4] —

capuchon
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Brosse s ﬁ‘lﬂ‘\\

Endosperme amylacé
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b)

Figure 1 : Sections longitudinales d’un grain :
a) de mais (tiré de CHANLIAUD 1995a)
b) de blé (tiré de Boubreau, 1992).

I 2 Composition chimique

Parmi les trois principaux constituants des gralascéréales que sont I'amidon, les
polysaccharides autres que I'amidon, et les preggise sont les seconds qui se retrouvent
majoritairement dans le son. lls peuvent représamtee 35% et 49% poids/poids chez le blé
selon les cultivars et les conditions de culturédL@®SON 1996,1997, HARKONEN 1997,
BACH KNUDSEN1997). Le grain de seigle contient géh@ment moins d’amidon et de
protéines que celui de blé mais davantage de pmiisaides autres que 'amidon (AMAN
1995). Ces derniers sont avec les protéines efigeses, les constituants des parois
cellulaires. Celles-ci sont structurées sur la bdisee phase cellulosique micro-fibrillaire
enchassée dans une matrice composée de différ@ptapcharides non cellulosiques parmi
lesquels les hétéroxylanes et [@s glucanes sont majoritaires, les premiers reprént
environ 40% du poids de matiere seche. La compaosisidique de ces polymeéres pariétaux
est reportée dans iableau 1dans le cas du blé (STEVENS 1988).

14



- Chapitre I Etude bibliographigue -

Tableau 1 : Composition osidique des polyméres pariétaux de blé.

Ara Xyl Man Gal Glc Acides uroniques

% poids/poids 17,5 28,6 0,7 1,2 19,5 6,3

Les parois cellulaires de la couche aleurone dmesti 40% a 50% du poids sec des
parois cellulaires de son et possedent la compasagsidique représentée danddbleau 2
(BASIC 1981).

Tableau 2 : Composition osidique des polysaccharides de la couche aleurone de blé.

Ara Xyl Man Gal Glc

% poids/poids 17 48 1 30 31

Les constituants majeurs sont des arabinoxylanéssft - glucanes réticulés par des
esters phénoliques. La cellulose y est inférieuB86adu poids sec et il n’y a pas de lignine.
L’étude de la microstructure et de la compositicocbhimique fine de la couche aleurone du
grain de blé a fait I'objet de nombreux travaux tiansynthese a été réaliseée par ANTOINE
(2002). Les polymeres majoritaires des parois tks des couches externes constituant le
péricarpe sont des glucuronoarabinoxylanes, degplexes arabinoxylanes — xyloglucanes,
de la cellulose et des composés polyphénoliques@NT 1987).

La composition osidique des parois cellulaires ds @nveloppes externes est
représentée danstigbleau 3(DUPONT 1987).

Tableau 3 : Composition osidique des polysaccharides de péricarpe de blé.

Ara Xyl Gal Glc

% poids / poids 30,6 29,5 2,4 33,5

On constate que contrairement a la compositioniqpgdddes parois cellulaires de la
couche aleurone, le rapport Ara/Xyl est trés sapér{(1,04 contre 0,35). Les associations de

certains arabinoxylanes et de la cellulose a laiig ainsi que la réticulation des complexes

15
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xyloglucanes eB - glucanes par des esters phénoliques rend lgmpods du péricarpe plus

résistants a I’hydrolyse que ceux de la coucheateu

I 3 Les hétéroxylanes des parois cellulaires.

Les hétéroxylanes constitutifs des polysacchanmeigtaux appartiennent a la famille
des hémicelluloses. D’'un point de vue structurbd, de caractérisent par un squelette

polymérique linéaire de résid@3sD-xylopyranoses liés en-14, figure 2.

o)
HO o
OH

Figure 2 : Structure du résidu - D-xylopyranose.

Les groupements 1 et 4 du xylose, a I'opposé dlegygranosique sont en position
diéquatoriale et la liaison glycosidiqe(l- 4) est pratiguement parallele a I'axe de la
molécule (ATKINS 1992). La chaine possede ainsicordormation relativement étendue en

hélice a 3 cycles de xylose par tdigure 3.
Liaisons

hydrogénes
intramoléculaires

l OH
3 o4 i
1,0 0

t\ g 5 Oum“H\w - 5 O o
0 1
OH OH

Figure 3 : Structure hélicoidale de xylane linéaire.

Cette conformation hélicoidale confirmée par spscimpie de diffraction des RX (YUI
1995) n’est stabilisée que par une seule liaisairdgéne qui s’établit entre I’hydrogéne du
groupement hydroxyle en position 3 d’'un résidu gglet I'oxygene en position 5 du cycle
suivant (MARCHESSAULT 1962).

16
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Les résidug-D-xylopyranosyles du squelette polymérique somiégélement substitués
par différentes chaines latérales dont la naturdegt proportions sont des caracteres
structuraux de différenciation des hétéroxylaness ktructures des oses neutres et acides

constitutifs de ces branchements sont représefitges 4.

OH
0 O
OH :
OH OH OH o -0
OH
HO HO o
OH OH
OH
D-xylopyranose L-arabinofuranose D-galactopyranose
COOH
0O
OH OH
HO
OH

acide D-glucuronopyranosique

Figure 4 : Structure des principaux oses constitutifs des hémicelluloses de céréales

Le substituant majeur estFL- arabinofuranose qui est le plus souvent fixéOeB des
xyloses et plus rarement en O-2 (PERLIN 1951 ; MGXDMERY 1955 ; BRILLOUET
1987). L'a-L-arabinofuranose peut étre lui-méme estérifié per acide phénolique,
coumarique ou férulique, dont les structures saprasentéedigure 5 (MUELLER-
HARVEY 1986 ; SMITH 1983 et SAULNIER 1995). Les hnaoses substitués peuvent étre
en position terminale (HARTLEY 1989) ou a l'intarred’'une chaine latérale. lls peuvent

représenter de 0,6% a 4% de la masse des paroisices.

17
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C|:OOH Cl:OOH
i i
CH CH
OMe
OH OH

Acide p-coumarique
(Acide 3-(4-hydroxyphényl)-2-propénoique)

Acide férulique
(Acide 3-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-2-propénoique)

Figure 5 : Principaux acides phénoliques des parois de céréales.

L’acide a-D-glucuronopyranosique et sa forme 4-O méthyléet stes substituants
egalement rencontrés (BRILLOUET 1982 et 1987)sdiat liés sur les O-2 et plus rarement
sur les O-4 des xyloses et constituent généralemeints de 2% des hétéroxylanes mais on a
trouvé des taux de 9% dans certains sons de blAKED 1955) et dans des sons de mais
(WOLF 1953 ; SAULNIER 1993). Quelgues publicatiomgapportent la présence de
substituants O-acétyles en O-2 ou O-3 du xylosd_ KM 1979).

Au-dela de ces substituants monomériques une gadét chaines latérales di et
trimeriques ont été identifiées. Elles peuventureldes xyloses, des arabinoses et des acides
glucuroniques. La présence de résidus galactoégalament été citée, ils se trouvent le plus
souvent en position terminale sur la chaine latdiés en3-(1 — 4) aux xyloses €-(1-5)
aux arabinoses (BUCHALA 1972 ; MONTGOMERY 1957 ;I8RSTAVA 1957). Le taux
global de substitution des xyloses du squeletteyrpétique peut atteindre des valeurs
supérieures a 50% pour les hétéroxylanes du ppeiches xyloses peuvent étre disubstitués,
leur teneur pouvant aller jusqu’a 30% des xylostauix dans le son de blé (SHIIBA 1993).

I 4 Propriétés nutritionnelles des hétéroxylanes

Les hétéroxylanes, constituants majeurs des palkssides non cellulosiques (40% du
poids de matiére séche) représentent un apportriamoen fibres diététiques. Ce terme,

18
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introduit par HIPSLEY en 1953 regroupe les conatits alimentaires non digestibles. Les
fibres diététiques peuvent étre définies sur laebdes deux critéres : I'un physiologique et
'autre chimique. Selon le premier critére ce sies constituants alimentaires résistants a la
dégradation par les enzymes digestives des manasif@ROWELL 1976). Selon le second
critére, elles représentent I'ensemble des polysaates autres que I'amidon et les lignines
(THEANDER 1994). Leur représentativité en grammekgade matiere seche dans le blé, le

seigle et le mais sont données darialieau 4

Tableau 4 : Représentation, en g.kg™ de matiére séche, des fibres diététiques (FD) et leurs
composition en lignines et polysaccharides autres que I'amidon (PAA) dans le blé, le seigle et le
mais. (BACH KNUDSEN 1997).

PAA Lignines FD

Blée 119 19 138
Seigle 152 21 173
Mais 97 11 108

D’un point de vue nutritionnel, compte tenu de $epropriétés physicochimiques telles
gue hydratation, viscosité et capacité d’absorpties fibres diététiqgues peuvent influencer
aussi bien les propriétés rhéologiques du contesmstrgntestinal que les processus de
digestion et d’absorption (GUILLON 2000). Dans t@®mac et I'intestin gréle, les fibres ont
une action essentiellement physique. Les fibrasbées telles que lg% glucanes augmentent
la viscosité et de ce fait contribuent a ralerdividange gastrigue (EDWARD 1996). Dans
lintestin gréle, la présence de polysaccharidegjueux affecte le contact des substances
alimentaires avec les enzymes digestives, ce pauaconséquence de diminuer la vitesse de
digestion des glucides (Mac DOUGALL 1996). L'augraion de la viscosité a également
pour effet de ralentir I'absorption des nutrimemar ailleurs les fibres peuvent avoir un effet
sur le cholestérol sanguin (CUMMING 1995a). Darestiomac, en activant I'excrétion de
I'acide gastrique et des hormones digestives, allggnentent I'impression de satiété et de ce
fait peuvent contribuer a limiter I'obésité (CUMMMN1995 ; Mac DOUGALL 1996).

Compte tenu des durées de transit supérieureslel@ngs intestin, il existe une grande
densité bactérienne représentant plus de 500 espBeece fait certains constituants des

fibres peuvent servir de substrat a ces colonieghannes. Il existe une relation entre le site
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de dégradation et le type de polysaccharides dégr#dnsi, au niveau du caecum, ce sont les
B - glucanes et les arabinoxylanes solubles qui pogéfterentiellement dégradés (BACH
KNUDSEN 1993 ; GLITSO 1998). La grande capacitélidison avec les molécules d’eau
entraine le gonflement de ces structures, ce quua effet d’en augmenter la surface donc
d’accroitre la colonisation bactérienne et la dégtian. D’autres polysaccharides insolubles
peuvent également étre dégradés dans le grosimte®st le cas notamment de xylanes
linéaires de cellules aleurones de seigle ; laticjné est lente mais la dégradation est totale.
Les xylanes et arabinoxylanes issus des tissuslighifiés de péricarpe sont beaucoup plus
résistants (GLITSO 1999).

La fermentation bactérienne de certains constitudes fibres conduit & la formation de
nombreux produits qui jouent un roéle dans la pHggie du gros intestin et dans le
meétabolisme. Parmi eux, les acides gras a counggaes (AGCC) diminuent le pH et alterent
ainsi I'équilibre de la flore intestinale du colomeur nature dépend de celle des
polysaccharides fermentés (ENGLYST 1987).

En résumé, la consommation de fibres diététiqued pen seulement stimuler la
croissance de la flore intestinale et la producttbAGCC mais aussi avoir une action
mécanique. La résultante de ces effets se manffasten accroissement de la masse fécale et
par une réduction de la durée du transit intes(iKBRIAN 1983 ; POTKINS 1991 ; GLITSO
1999). Ces effets sont modulés par la composites fibres ingérées et atteignant le gros
intestin. Ainsi, les polysaccharides facilement rdégbles n’accroissent que faiblement la
masse fécale par 'augmentation de la biomasss glog I'accroissement est supérieur d’un
facteur 3 environ avec les fibres plus résistaresre cet effet sur la masse fécale, les fibres
diététiques peuvent se lier a des composés néjasteda santé et les éliminer au niveau du
cOlon (ASP 1993 ; EDWARDS 1995 ; FELDHEIM 1995 ea®DOUGALL 1996). Selon
une littérature abondante, les régimes riches leredi pourraient diminuer les risques de
maladies cardiovasculaires et de certains cancEDQR 1995 ; HILL 1998 ; JENKINS
1998 ; FUCHS 1999 ; JACOBS 1998 ; ANDERSON 200QA&IN 2000,y). La production
d’acide butyrigue semble étre 'une des causes al#utation de la cancérogenése au niveau
du cblon (RUSSO 1999).
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II Production et caractérisation d’oligosaccharides

d’hétéroxylanes

Les hétéroxylanes majoritairement constitutifs dgroduits de I'agriculture, sont
aujourd’hui considérés comme des molécules d’ihtédustriel en tant que tels et par les
nombreux dérivés que l'on peut en tirer par difféseprocédés physiques, chimiques ou
enzymatiques. Ces produits trouvent des applicatitams des domaines aussi différents que
lindustrie des plastiques, celle des cosmétiquagrdalimentaire et la santé. lls sont un
parfait exemple d’illustration du concept de « Bams refining ». Il est donc nécessaire de les
extraire avec les meilleurs rendements possiblesvet le minimum de modifications

structurales.

IT 1 Extraction des hétéroxylanes

De nombreuses stratégies ont été imaginées poler ies hémicelluloses a partir de
différentes sources de biomasse (EBRINGEROVA. 20Q0@s techniques d’extraction
permettent de les séparer en deux familles : cgliesont solubles dans I'eau et celles qui y
sont insolubles. Dans le blé, les premiéres conéehdes arabinoxylanes moins substitués
par I'arabinose (MAES 2002). Ce faible degré dessitiiion est lié a une plus grande
proportion de résidus xyloses non substitués et pine faible proportion de xyloses
disubstitués (DELCOUR 1999). Une méthode généralér pes extraire a été décrite par
BENGTSSON (1990). Ces hémicelluloses solubles sgmtént une faible part et peuvent
étre extraites a I'eau chaude (MAES 2002). Un ng#addMSO a 90% dans I'eau a révélé une

meilleure efficacité sans apporter de modificationsniques (SAAKE 2001).

L'utilisation des ultrasons comme méthode physigliaide a I'extraction des
hémicelluloses de sons de mais et de balle dedni@ ®galement été citée (EBRINGEROVA
2002 ; HROMADKOVA 2003).

Etant donné que dans les sons de céréales les\@aglaines sont physiquement et
chimiquement associés entre eux, aux ligninedatallulose, la plus grande partie constitue
la deuxieme famille et ne peuvent étre extraitseqummilieu alcalin. Un traitement au

peroxyde d’hydrogene en milieu alcalin a été mipaint par DONNER (1997 ; 1998) pour
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extraire les hémicelluloses de fibres de mais et MAES (2001) pour extraire des
polysaccharides de son de blé. Un traitement apiglenettrait d’obtenir des taux de
solubilisation supérieurs, mais entrainerait uneefalépolymérisation (BARL 1991). Les
traitements enzymatiques directs par des xylanassarabinases et cellulases donnent de
faibles taux (15% sur des sons de mais) et ceaialia plus que le degré de substitution des
xyloses est élevé. A noter toutefois que lors d'éhele récente dont I'objectif n’était pas
d’extraire spécifiguement des hétéroxylanes, leijgeade POUTANEN a utilisé un traitement
enzymatique xylanolytique sur un son de seigle labdement extrudé. Le but étant de
produire différentes fractions testées quant a fetmentation par la flore intestinale et la
bioconversion de leur lignanes (AURA 2005). Le mogératoire couramment utilisé pour le
traitement alcalin consiste en une mise en susperki tissu végétal a température et durée
contrlées et a pH d'au moins 10,5 (WOLF 1953).xir&t est ensuite neutralisé et les
hétéroxylanes sont alors précipités par additi@thdnol. Le principe d’action de la base est
de créer des trous a la surface du péricarpe (PARADB LOPEZ 1982), il s’en suit un
gonflement des parois cellulaires qui peuvent atorgtenir sept fois leurs poids en eau. Ce

gonflement est corrélé positivement au rendemesttdiction (WOLF 1953).

L’extraction alcaline peut induire des modificatsostructurales des hétéroxylanes. Il
peut ainsi se produire des désestérifications iewind des déacétylations de résidus xylose
(GABRIELII 2000), des pertes d’acides phénoliquedes fonctions méthyle portées par les
acides uroniques ; ceci peut étre a l'origine desdparation des hétéroxylanes des autres
constituants des parois cellulaires (WHISTLER 197Bar ailleurs une oxydation des
groupements hydroxyles libres de I'extrémité rédoetpeut se produire en entrainant un
phénomene de dégradation récurrente jusqu’a urn geinamification de la chaine. Enfin les
bases concentrées présentent I'avantage d’agirrphidement mais peuvent provoquer des
dégradations partielles des polysaccharides (WILK¥B5). De plus, a chaud, elles peuvent
agir sur les substituants sensibles apla élimination tels que les acides uroniques
(ASPINALL 1959).

Un grand nombre de travaux relatant divers procél@draction d’hétéroxylanes de
céreales ont été publiés. En 1995, CHANLIAUD aiséaline étude de I'extraction alcaline,
optimisée par plan d’expériences, d’hétéroxylaresndis. (CHANLIAUD 199%). Au cours
de cette étude, il a été montré que le rendementrdction dépend fortement de la nature de
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la base utilisée (NaOH, KOH, Ca(O}isans toutefois expliquer le réle du cation. Laégu

du traitement a moins d'influence sur le rendemkas,études cinétiqgues ayant montré que
I'extraction était complete aprés 2 heures avec KBS M. Par contre, dans le cas de Ca
(OH),, la durée de I'extraction affecte le rendementaltide la faible solubilité de la base
qui, de plus, diminue lorsque la température augenaontrebalancant ainsi I'effet de cette
derniere sur le rendement. La température et a/eoricentration en ions hydroxyle les deux
parametres majeurs dans le cas de KOH. Les consliiptimales d’extraction déterminées
lors de cette étude correspondent a une concemtrati base de 1,2 M, une température de
100°C et une durée de 2 h dans le cas de KOH epdi#s/volume, 95°C et 16h pour
Ca(OH).

Une grande diversité de procédures d’extraction a [a suite été publiee
(HROMADKOVA 2003 ; IZYDORCZYK 1995 ; NILSSON 1996 OSCARSSON 1996 ;
SUN 1996 ; DONER 1997 ; FANG 1999,2000). Certainecpdés étant applicables a
I'échelle pilote (ANNISON 1992 ; FAUROT 1995 ; GLSER 1995 ; BATAILLON 1998).
Certains auteurs ont utilisé un pré-traitement pratygue par des amylases et des protéases
pour éliminer I'amidon et les protéines du subsulat départ. (IZYDORCZYK 1998 ;
BUCHANAN 2002). Dans le méme objectif il est possitde réaliser une étape de
délignification préalable au chlorite de sodium péaciliter I'extraction alcaline ; celle-ci
peut étre améliorée par une préhydrolyse douce (@&EBBII 2000 ; GLASSER 2000,
GUSTAVSSON 2001). Les rendements d'extraction alealdes hémicelluloses sont
généralement reportés comme étant de l'ordre de 5@%la masse d’hémicellulose
disponible, un rendement de 91% a été obtenu par @002) a partir de paille d’orge grace

a un procédé reposant sur 8 étapes avec Na@b, é¢i KOH.

Pour finir nous citerons deux études récentes railsabjet de processus d’extraction
d’hétéroxylanes mis en ceuvre a des fins de congmargiour la premiére et de valorisation de
co-produit de céréales pour la seconde.

Afin d’évaluer I'effet du procédé d’extraction dabinoxylanes d'orge sur le rendement
et la perturbation des structures polysaccharidiqienues, HOIJE (2005) a comparé quatre
meéthodes simples d’extraction alcaline. Chacundled’emet en ceuvre un pré-traitement
différent (HCI, HCI/NH,OH, enzymatique), deux de ces pré-traitements é&aivis d’un

procédé de délignification a I'éthanol ou au chde sodium. En conclusion de cette étude,
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les auteurs recommandent le pré- traitement pardd®i de I'action du chlorite de sodium
avant I'extraction alcaline proprement dite. Cetbenbinaison leur permet en effet d’obtenir

le meilleur rendement, soit 57% des arabinoxylahgsonibles dans le grain d’orge sec.

Enfin, dans un objectif de valorisation de déche¢s brasserie et de son de blé,
MANDALARI (2005) utilise un procédé d’extraction esept étapes. Le résidu de matiere
brute insoluble dans I'alcool est successivemeiitietia I'eau froide (4°C, 2h.), a I'eau chaude
(80°C, 2h.), au carbonate de sodium plus borohgdde sodium (4°C, 16h.). Un second
traitement est réalisé avec ce méme mélange mést@mpérature ambiante pendant 2
heures, a la potasse 0,5M, puis a la potasse ldnfat 4M dans les mémes conditions de
température et de durée. Aprés chaque traitemens@paration liquide solide par filtration
ou centrifugation permet d’isoler une fraction st lyophilisée et un résidu qui est soumis
au traitement suivant. Les auteurs obtiennent adesis huit fractions qu’ils caractérisent
physico chimiquement, I'ensemble des arabinoxyladgactibles de chacune de ces deux
sources de produits valorisables.

IT 2 Dépolymérisation des hétéroxylanes

A l'exception du cas de l'inuline pour les fructesel est admis que les propriétés
prébiotiques des glucides sont le plus souvent#s®a des mélanges d’oligosaccharides de
DP < 20, les DP de 2 a 7 étant le plus souvens.cltéest donc nécessaire d'utiliser des

procédés de dépolymérisation si I'on veut proddées oligosaccharides d’intérét prébiotique.

Différentes méthodes ont été utilisées pour dépeétisar les hétéroxylanes. Les
premieres utilisées étaient des hydrolyses acidegelpes des liaisonB-(1- 4) du squelette
xylanique, elles font appel a des acides forts gels HSO, plus ou moins dilué dans des
conditions de température et durée adaptées auetse de I'hétéroxylane de départ, ou
encore des acides faibles comme le TFA. Toutefaséité constaté que lorsque I'hydrolyse
était poussée il pouvait apparaitre des produitorakaires inhibiteurs potentiels de la
fermentation (SAHA 2000), ce qui peut étre trésadéfable pour la production de
prébiotiques dont I'un des critéres de qualificatest leur aptitude a étre fermentés par la
microflore intestinale. Ainsi SUN (2002) a purifdusieurs xylooligosaccharides de DP 2 a

15 dans le but de rechercher les substrats pamiteconnus utilisables en enzymologie des
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xylanases. Ces molécules sont produites par hygagide ménagée aveg3Id,, 0,125M a
90°C pendant 15 minutes, de xylanes préalablent#ahas par extraction alcaline de graines
de coton.

La dépolymérisation peut également résulter deotabinaison d’'une hydrolyse acide
ménagée suivie d'une hydrolyse enzymatique, ce éocest souvent nécessaire pour
dépolymériser des hétéroxylanes fortement branaf@s I'accessibilité a I'hydrolyse

enzymatique directe est donc limitée.

La méthode physique d’explosion a la vapeur a ettost appliquée directement au
substrat végétal de départ, mais une méthode tnésed donc d’'un grand intérét pour les
applications alimentaires, est I'autohydrolyse eacoconnue sous I'appellation traitement
hydrothermique. Elle a surtout été utilisée sursigisstrats bruts mais elle peut étre appliquée
a des fractions préalablement enrichies en hétéaoayg. Développée par le groupe PARAJO
(GARROTE 1999, VAZQUEZ 2001, GARROTE 2002, PARAJ@02, GARROTE 2004 et
CARVALHEIRO 2004), elle induit une dépolymérisati@é@lective du squelette xylanique
avec production majoritaire de xylooligosaccharidessqu’elle est appliquée directement au
substrat de départ elle peut induire des réactiensndaires produisant des monosaccharides,

des produits de décomposition osidique et la dépétisation simultanée des lignines.

Les conditions opératoires pour un objectif de potidn oligosaccharidigue donnée
dépendent de la présence d’autres substrats damstéeiel de base traité ou de la nature, du
nombre et de la distribution des substituants ss Hétéroxylanes préisolés (KABEL
2002y). Certains modeles cinétigues ont été proposés peutype de dégradation
hydrolytique (GARROTE 1999 ; 2002 ; VILA 2002). lneécanisme repose sur la rupture de
la liaison osidique catalysée par les ions hydmonila réaction se fait selon une cinétique a
deux niveaux (CARRASCO 1992) attribués a la présede deux fractions substrat de
susceptibilités différentes a I'hydrolyse (KOBAYASHI56). L’hypothése de I'existence de
deux fractions se justifie d’'une part par les latitins de transfert de masse et de chaleur dans
les substrats partiellement hydrolysés, d’autret pkes problemes d’accessibilité et de
différences de réactivité dues a des difféerencesodgosition et de degré de substitution.

La fraction d’hétéroxylanes la plus susceptiblehgdrolyse dépend du substrat de
départ et des conditions opératoires. L'interpr@atmathématique de la production
d’oligoméres pendant l'autohydrolyse considére laueipture d’'une liaison osidique conduit

a différents produits mono ou oligosaccharidiqeedon la position de la liaison rompue. A
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partir d’un taux d’hydrolyse suffisant des polyngmde départ, ce sont les oligomeéres qui
apparaissent majoritaires dans le milieu réactibrireepremier niveau de la réaction conduit
a des oligoméres de DP assez élevé, qui sont ertggtadés en fragments de taille inférieure
puis éventuellement en monomeres. Dans les conditbpératoires les plus drastiques, les

pentoses peuvent étre déshydratés en furfuralsegvient eux-mémes se décomposer.

Parmi les méthodes de dépolymérisation douceshyelsolyses enzymatiques ont
malgreé tout été les plus utilisées. La complexitécsurale et I'hnétérogénéité de substitution
des hétéroxylanes nécessiteraient l'action de ¢lusi enzymes pour arriver a une
déstructuration complete. Les enzymes de dépolgatésn sont les xylanases, erféid 4-
xylanases of-1, 4-D- xylane xylanohydrolase (EC 3.2.1.8) etfesylosidases o{8-1, 4-D-
xylan xylohydrolase (EC 3.2.1.37). De facon géréréds xylanases catalysent I'hydrolyse
des liaisons xylosidiques internes et les xylosdasiberent des résidus xylosyle par
hydrolyse des liaisons osidiques terminales desatgosaccharides. Elles sont les seules a
posséder une activité xylobiase. Les enzymes di&gketfage » permettent d’hydrolyser les
liaisons de chaines latérales du squelette xylanejud’éliminer certains autres substituants.
Une dégradation compléte par voie enzymatique tlammsis des hétéroxylanes de céréales
nécessitera donc plusieurs autres enzymes. d-esarabinofuranosidases (EC 3.2.1.55)
permettent d’éliminer les résidus arabinosyl laig&rd_es acides glucuroniques peuvent étre
libérés par l'action di-glucuronidases (EC 3.2.1.139), alors que les acfdeuliques le
seront par les féruloylestérases (EC 3.1.1.73).éventuels groupement acétyles substituant
certains xyloses peuvent étre éliminés par deg/lacéstérases (EC 3.1.1.6) (BIELY 1985 ;
SAHA 2000).

Lorsque les arabinoxylanes sont encore associés deetres polysaccharides des
parois cellulaires, I'utilisation de cellulases (BR.1.4) et d’end@-1, 3 (4)-glucanases peut
étre nécessaire. Il est a souligner que l'util@aties enzymes de dégreffage ne s'impose que
lorsque l'objectif est I'obtention des monomereqgtdutifs en vue par exemple de la
production d’éthanol par fermentation (SORENSENS3O0®ar contre lorsque I'objectif est
de produire des xylooligosaccharides a partir é&totylanes, I'utilisation des xylanases peut
suffire, mais dans les cas de degrés de substitélievés en arabinose rencontrés dans le
péricarpe de son de céréales par exemple, I'actione arabinases en synergie avec une
xylanase peut étre nécessaire pour accroitre bBadmBté du substrat a la xylanase
(SORENSEN 2003 ; de VRIES 2000). Les résultatsmlstgpar ce dernier auteur quant au
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taux de dégradation des pentosanes de blé inssldlales I'eau, mettent en évidence une
synergie entre endo-xylanase et xylosidase (asmwmient d'un facteur 12), et un
accroissement d’'un facteur 2,5 est observé siblstgat et également soumis a I'action d’'une

arabinase.

I 2 1 Les xylanases

IT 2 1 1 Classification

Une revue récente de COLLINS (2005), fait le pasor cette famille d’enzymes
hydrolytiques, quant a la classification, les ménaes catalytigues et les xylanases
extrémophiles qui sont actives a des températieds@ a 105°C, des pH de 2 a 11 et a des
concentration de 30% en NaCl. Différents critéresathssification ont été proposeés : la
spécificité, les propriétés physicochimiques (paiasléculaire et pH isoélectrique WONG
1988). Aujourd’hui la classification a été élargie groupe des glycosidases (EC 3.2.1.x) elle
repose sur la structure primaire du domaine cagaigt(HENRISSAT 2001). On connait 96
familles de glycosidases (COUTINHO 1999) parmi ledtps les familles 10 et 11
correspondent aux xylanases les mieux connuesefbmsitdes enzymes xylanolytiques sont

également trouvées dans les familles 5, 7, 8 et 43.

IT 2 1 2 Mécanisme d’action

Les membres de ces 6 familles de xylanases ditféedans leurs propriétés
physicochimiques, leur structure, leur mode d'actei leur spécificité. Les enzymes des
familles 10 et 11 procéde par un méme mécanismalytige au cours duquel un
intermédiaire covalent glycosylenzyme se forme asspnt par un état de transition de type
ion oxocarbenium (Mac CARTER 1994 ; ZECHEL 2000Y.ER2000). Deux résidus d’acide
glutamique appartenant au site catalytique situg®a\° I'un de I'autre sont impliqués dans
la formation de cet intermédiaire covalent. Dang ymemiere étape, I'un des deux agit

comme un catalyseur acide en protonant le subsias que l'autre assure l'attaque
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nucléophile qui conduit a la formation de I'intertgire et au départ du premier produit de la
réaction d’hydrolyse. Au cours de la deuxiéeme étdpepremier glutamate se comporte
comme une base fixant le proton apporté par la cntdéd’eau qui attaque le carbone
anomeérique. Ceci conduit & une seconde substityiEssant a nouveau par un état de
transition de type ion oxocarbenium. Les deux is\#rs opposées du carbone anomérique,
B- a au cours de la premiére étape puis 3 au cours de la seconde étape, résultent en une

rétention de la configuration anomérique.

II 2 1 3 Spécificité

Plusieurs travaux ont été publiés quant a la sp#@éifd’action des xylanases des
familles 10 et 11. Certains sont relatifs a unéoactlirecte sur des sons de céréale (MAES
2004 ; BEAUGRAND 2004) ou sur des arabinoxylanesafablement extraits de son ou de
farine de céréale COURTIN 2001 ; VARDAKOU 2003).

Il ressort de ces différentes études que les piodbérés par I'hydrolyse catalysée par
les enzymes de la famille 10, sont de taille pailslé que ceux engendrés par les xylanases de
la famille 11 ce qui indique un plus grand nombeesdes reconnus par les xylanases 10. De
plus ces derniéres sont plus actives sur les araydemes solubles. A I'inverse les xylanases
11 ayant une plus grande aptitude a pénétrer lgampees réticulés des parois cellulaires sont
mieux adaptés a I'hydrolyse directe de sons breitgut est en accord avec une affinité 2 fois
supérieur et un turn over 6,8 fois plus élevé gdrél de ce substrat brut. Il n’a par ailleurs été
constaté aucun effet de synergie entre les 2 fesnid’enzymes pour I'hydrolyse
d’arabinoxylanes de son de blé, I'action simultadéexylanases 10 et 11 n’induit pas de

modification du profil de I'hydrolysat par rapp@ri’action de la seule xylanase 10.

IT 2 1 4 Origines

Elles sont produites par un grand nombre d’orgaessoomprenant des bactéries, des
moisissures, des algues, des protozoaires et dsegérgaodes. Mais ce sont les
microorganismes qui sont les plus exploités (GILBEE®93). Parmi ewAspergillus niger
produit 15 xylanases extracellulaires;Teichoderma virideen produitl3 (BIELY 1985 ; de
VRIES 2001). Sans vouloir établir une liste exhaaeston peut également cit@&acillus
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subtilis (YUAN 2005a) etTrichoderma longibrachiatumCertains de ces microorganismes

sont issus du rumen.

Il 2 2 Caractérisation des oligosaccharides issus d e

dépolymérisation

Les hydrolysats obtenus par les méthodes de dépalation décrites au paragraphe
précédent sont généralement complexes. Une siogildn de ces mélanges par difféerentes
méthodes séparatives est donc nécessaire. Les qudusamment utilisées sont la
chromatographie d’exclusion moléculaire soit ensbapression soit a haute performance
(HPSEC) et la chromatographie haute performancehdigge d’anions (HPAEC) pour les
mélanges contenant des oligosaccharides acideshrhoanatographie haute performance en
phase normale greffée est tres résolutive maieseuit dans le domaine des faibles DP. De
fagcon marginale on peut citer la chromatographiearche mince (CCM) et I'électrophorese
(FACE : pour fluorophore — assisted carbohydratetebpheresis).

Pour des séparations a I'échelle préparative @mtques membranaires ultrafiltration
et diafiltration s’imposent. La plupart de ces t@igues séparatives sont décrites dans la partie

« Matériels et Méthode » de ce mémoire.

La caractérisation proprement dite fait appel aaghhiques classiques d'analyse
chimique des sucres et notamment le couplage CB®! /pour établir les compositions
osidiques. Elle repose aujourd’hui surtout sur desix techniques physiques d’analyse
structurale que sont la spectrométrie de masse @NB résonance magnétique nucléaire
(RMN). Cette derniere, indispensable a la détertiinade la structure compléte d'un
oligosaccharide n’est applicable qu'a des molécglessiment purifiees (KABEL 20QR La
spectrométrie de masse en modes MALDI et ESI gaagite est tout a fait bien adaptée a
'analyse des distributions de taille des oligosaciles en mélange. En outre grace a la
connaissance des voies de fragmentations que €ahipduire sur un ion pseudomoléculaire
d’'oligosaccharides aussi bien apres ionisationr lge&lectrospray (analyse SM/SM) il est
possible d’établir avec certitude I'existence detaies motifs structuraux (SAMUELSEN
1999 ; REIS 2002, 20@Q3, 2004 ; KABEL 2002; BROBERG 2004). La SM en mode ESI
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couplée directement a la chromatographie HPLC (HPAH HPSEC) permet d’analyser des
mélanges d’oligosaccharides encore plus complé®E/[L 1998 ; DEERY 2001).

III Les oligosaccharides et I'alimentation

fonctionnalisée

Depuis une décennie lindustrie agroalimentaireettfye et met sur le marché des
spécialités essentiellement laitieres contenargntietlement des bactéries lactiques et / ou
des mélanges d’oligosaccharides, pour la plupartigihe végétale. L'équilibre et le bon
fonctionnement de la flore intestinale sont lestsffbénéfiques majeurs annoncés de ces
préparations. Toutefois les allégations santé aespar les industriels ne sont pas encore
toujours bien validées par les nombreux travaugrgifiqgues menés sur ces thématiques. Un
grand nombre de ceux-ci font en effet appel a égtsin vitro qu'’il n’est pas toujours évident
d’extrapoler au vivant. D’autres effets sont égaamévalués tels que la régulation du
systeme immunitaire intestinal ou le renforcemeatla barriére intestinale. Il est donc

important de connaitre au mieux la flore intesénaiez I’'hnomme sain ou I'animal.

IIT 1 La microflore intestinale

Alors qu’il est stérilein uterg le tube digestif est rapidement colonisé aprés la
naissance. Dans les jours qui suivent, les divengpartiments digestifs servent de niches de
colonisation. L'évolution physiologique et physibimique du tube digestif est importante
pendant les premiers mois aprées la naissance.nb@agtions entre microorganismes et entre
microorganismes et I'h6te jouent un rdle encore mahnu quant aux meécanismes
moléculaires. Les microorganismes aérobies fadgltaréparent dans un premier temps
I'écosystéme pour les anaérobies qui constitugranta suite, la flore dominante. La mise en
place de la flore microbienne se stabilise d’'umpde vue fonctionnel vers I'age de deux ans
(MACKIE 1999).
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Le tube digestif mature héberge *40bactéries représentant plusieurs centaines
d'especes (MOORE 1974). Bien que des techniquetidién situ soient actuellement
développées, (Technique FISH pour fluoresdensitu hybridization ou microscopie de
fluorescence apres hybridatiom situy, LANDENDIJK 1995, O’ SULLIVAN 1999), c’est la
microflore fécale qui a été la plus étudiée doneumiconnue que celle des différents
compartiments digestifs. Elle ne représente toigejae la microflore luminale des parties
distales du célon et differe de celle du cblon prat (MARTEAU 2001). Grace aux
meéthodes classiques de culturevitro, il a été prouvé que les germes dominants de la
microflore fécale cultivable sonbactéroides eubacterium, ruminococcus, clostridium et
bifidobacterium (MOORE 1974). Toutefois on estime que 70% a 80%laddiomasse
bactérienne fécale est non cultivable (SUAU 1988} techniques de biologie moléculaires
dont les premiers travaux ont été réalisés par \@WIN1996) et SUAU (1999) ont permis
d’élargir notre champ d’investigation. D’un poing due qualitatif, grdce au séquencage de
I’ADN ribosomal 16S on a pu constater une trés deacomplexité de la flore, mais dont le
profil est spécifique a chaque individu (MANGIN 2D0Cette approche a également permis
de découvrir que pour un individu donné, la mial fécale dominante était tres stable au
cours du temps (SEKSIK 2003, VANHOUTTE 2004). Cengtat traduit une aptitude a
résister a l'influence de facteurs endogénes owénes. Ainsi des souris a flore humaine
retrouvent un profil de flore initial quelques jsuaprés I'arrét d’'un traitement antibiotique
(BARC 2004).

Il a enfin été constaté un accroissement de la Exit@ de la flore avec I'age. La flore
sous-dominante est beaucoup moins stable au caulentps. D’'un point de vue quantitatif
on considere que les bactéries dominantes somisaglii représente 1% ou plus des bactéries
totales. La connaissance des séquences d’ADN ribalsd6S a permis de développer des
outils moléculaires de quantification de la micool dominante fécale. Les résultats obtenus
ont quelque peu modifié nos points de vue sur Sgsteme microbien intestinal humain.
Trois groupes phylogénétiques s’'imposent : celuiEddacterium rectale et Clostridium
coccoidesreprésentant 15% a 31% des bactéries totales (KRSAN98, JANSEN 1999,
RIGOTTIER-GOIS 2003) ; il regroupe les especes appant aux genre&ubacterium,
Clostridium, Ruminococcus et Butyruvibrlee second groupe est celui @ostridium leptum
représentant 16% a 22% (SGHIR 2000). Le troisierste celui desbacteroideset des
microorganismes associés tels que ceux du gparphyromonasavec 9% a 42% des
bactéries totales. Enfin, moins largement représent trouve le groupe des bifidobactéries,
de 0,7% a 10% et des entérobactéries, 0,4% a 186,les lactobacilles et les streptocoques.
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Le poids relatif de chacun de ces groupes estv&éable d’'un individu a l'autre, il n’est donc

pas possible de définir un profil de flore normia¢z I’'homme adulte sain.

Il est par ailleurs établi que la composition ddltee est modifiee chez le sujet agé
(MITSUOKA 1992) avec une diminution des bifidobaa8, une augmentation des

entérobactéries et des bactéries lactiques quedeent dominantes et des clostridies.

Dans les situations de pathologies intestinalelestefjue diarrhées infectieuses ou
maladies inflammatoires chroniques, on connaitzabg&n les microorganismes pathogéenes
responsableglostridium difficile, Hélicobacter pylori, Salmole et Campilobacteret leur
mode d’action (TUOHY 2003). A l'inverse peu d’etgdant été réalisées sur les déséquilibres
engendrés sur la flore intestinale. On constat@leiment que les flores de sujets sains et de
sujets atteints de certaines affections intestina@nt significativement différentes (FUJITA
1990, SEKSIK 2003).

En conclusion on peut dire que chez 'homme sairtrds grande diversité d’especes
bactériennes et une certaine coopération métaleolpgpumettent la stabilité écologique et
’lhoméostasie de la microflore intestinale. Dangr |état d’équilibre optimal les colonies
bactériennes intestinales constituent une barg#freace contre les invasions pathogenes. i
est communément admis qu’un certain nombre de ifombiologiques associées a la flore
intestinale en relation avec son environnementrjpum réle dans la protection contre la
colonisation de l'intestin par des microorganismathogénes. Parmi ces fonctions on peut
citer la compétition pour les nutriments et powrddes d’adhésion a la muqueuse intestinale,
la production de substances antimicrobiennes (bactées ou antibiotiques), I'abaissement
du pH par production de métabolites acides grasaines courtes et enfin la stimulation du
systeme immunitaire. Certaines de ces activitéygrauavoir un effet direct sur la santé de
I'héte.

En opposition avec le concept de « bonnes » etuvaises » bactéries, il semble en fait
gue la microflore « normale » de l'intestin soitifdt a considérer comme un consortium en
étroite relation avec et adapté a I'hote. Toutdactfavorisant le maintien de cet équilibre ou

sa resistance a la modification peut donc étreidérsscomme bénéfique.

Toutefois il est maintenant admis que les bifidoéaes et les lactobacilles jouent un

réle prépondérant dans ces relations complexes gleument contribuer au maintien d’'un bon
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état de santé (TANNOCK 2002). Plusieurs stratégisionc été développées pour conforter
'action de ces bactéries dans lintestin. L'unengiete a introduire par voie orale des
microorganismes exogénes vivants dans l'intestii(FER 1992). Ces souches sont souvent
d’origine humaine et choisies pour les activitéslgurs sont spécifiguement attachées. Cette
approche repose sur le concept de probiotique. duie approche, qui peut étre
complémentaire de la premiere, consiste a stimidercroissance et/ou lactivité des
bifidobactéries et lactobacilles par I'apport dérimients spécifiques, cette seconde stratégie
repose sur le concept de prébiotique. L’'apport kané du probiotique et de son ou ses
prébiotiques est bien évidemment concevable etwibada notion d’aliment fonctionnalisé

symbiotique.

ITI 2 Les probiotiques

Depuis I'antiquité on a associé des effets bénéBcgur la santé a la consommation de
produits lactés dont on ne savait pas encore geoilgenaient des microorganismes vivants.
Mais c’est lorsque I'on a pu avoir une approcheratimlogique que I'on a attribué ces effets
au maintien du bon équilibre de la microflore ititede. METCHNIKOFF (1907) fut le
premier a observer que la consommation de yaoatenant detactobacillusétait associée a
un accroissement de la longévité qui, selon lujtéd a une diminution des bactéries
intestinales produisant des toxines. Par la suita pu étre montré quéactobacillus
acidophilus pouvait survivre dans l'intestin humain. (RETTGHER21,1935 ; KOPELOFF
1926)

I11 2 1 Définitions

Le terme probiotique a été utilisé pour la premfers par LILLY en 1965 pour décrire
les substances secrétées par un microorganismai etiopulent la croissance d’'un autre
microorganisme. PARKER (1974) fut le premier a I@ayer dans le sens actuel, avec
toutefois une extension aux substances antibictiqae, selon lui, un probiotique est «un
organisme ou une substance qui contribue a I'dgeilmicrobien intestinal ». En 1989,

FULLER revise la définition de PARKER en postulgatun probiotique est « un supplément
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alimentaire microbien vivant qui affecte de faca@méfique I'animal h6te en améliorant son
équilibre microbien intestinal ». Cette définitianété élargie par HAVENAAR en 1992 a
« une culture simple ou mixte de microorganismexbleis qui, ingérés en certains nombre
exercent des bénéfices sur la santé au-dela dedemsux la nutrition de base ». Enfin en 2001,
SCHREZENMEIR révise a nouveau la définition et @&goh trés bien argumentée en
I'élargissant aux produits contenant les microoig/aes et en faisant apparaitre la nécessité
d’'un nombre suffisant de bactéries ingérées, ubiptigue devient alors « une préparation
ou un produit contenant des microorganismes viablesnombre suffisants, qui altére la
microflore (par implantation ou colonisation) dams compartiment de I'hnéte et de ce fait
exerce des effets bénéfiques sur la santé ». Bsumer toutes ces définitions la Food and
Agricultural Organization des Nations Unies et f@nisation Mondiale de la Santé ont établi
en 2002 des lignes directrices pour l'utilisatiantdrme « probiotique » dans les aliments et
formulé la définition suivante : « Microorganismasgants qui, lorsqu’ils sont consommes en

guantités adéquates, produisent un bénéfice paani# de I'hote ».

Le point commun de toutes ces définitions est «wooiganismes vivants ». Or
certaines études ont montré que des microorganisitmés ou des produits de leur
métabolisme peuvent avoir des effets probiotiq@asst le cas par exemple de la lactase de
certaines bactéries lactiques pour les effets 'Buolerance au lactose (SALMINEN 1998,
MARTEAU 1990, RIZKALLA 2000). On peut égalementanit’effet du lactosérum fermenté
par Bifidobacterium brevesur I'accroissement de la population endogénebdaobactéries
et sur la diminution des activités nitroréductasaeigmentation de I'activité galactosidase
(ROMOND 1998, MULLIE 2002).

L’exemple le mieux connu de produit actif contend@s germes tués est la préparation
pharmaceutique de nom commercial LACTEOL. C’estaghun lactosérum fermenté par la
souchelLactobacillus acidophilus LBpuis inactivé thermiquement qui est actif con&s |
diarrhées infectieuses (XIAO 2003). Enfin, 'ADN dmctéries lactiques administré dans
lestomac ou par voie sous-cutanée agit sur la m&poimmunitaire en réduisant
linflammation de la muqueuse intestinale de facomparable au mélange des probiotiques
vivants ou tués administrés de facon intra-gastri(RACHMILEWITZ 2004)
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[l 2 2 Survie des probiotiques

On constate donc que la survie dans le tractussiifigie bactéries ingérées vivantes
n'est pas une conditiorsine qua nonde linduction d'effets bénéfiques. Malgré ces
observations récentes peu nombreuses et quelqueEfvisadictoires, on estime aujourd’hui
que les effets des probiotiques sont influencésI@ar survie dans lintestin et que par
définition méme ce doit étre le tout premier cetele sélection d’'un probiotique. La survie
des bactéries probiotiquas vitro est influencées par la présence de métabolitesqied
I'acide lactique, I'acide acétique, le peroxydeydifogéne et les bactériocines (SAARELA
2000).

Bien que les différences existent entre souchesee especes, les lactobacilles sont
considérés comme étant les plus résistants (KASHK®87). Parmi les différentes bactéries
probiotiqueslactobacillus caseetLactobacillus plantarunont des durées de vie supérieures
a celles des bifidobactéries dans des laits ferdsefitEE 1995). De nombreuses études de
survie dans l'intestin gréle et le cblon ont éténges sur un assez grand nombre d’especes
bactériennes telles que bifidobactéries, lactolescilbactéries du yaoursStfeptococcus
thermophilus et Lactobacillus bulgarigusLactococcus lactislargement utilisé comme
vecteur de molécules d’'intérét thérapeutiqgue dansibe digestif (MERCENIER 2000), ou
encore les propionobactéries Etterococcus faeciumtilisées entre autre dans le produit

probiotique commercial GAIO.

Les résultats de ces études peuvent se réSumerseups points :

* La quantité de probiotiques transitant vivants damiestin dépend de la souche, de la
dose ingérée, de facteurs propres a I'hote etadienent vecteur.

* Les résistances des probiotiques a l'acidité, aeig biliaires et leur survie dans
I'environnement digestif varient fortement en faontde la souche.

A de trés rare exceptions prés (JOHANSSON 1993, RDER 1999), les bactéries
ingérées persistent pendant la période de consaomretsont éliminées sans colonisation en
guelques jours lorsque celle-ci s’arréte.

L’acidité gastrique et les sécrétions bilio-pantigiees constituent les principaux
mécanismes endogenes d’inactivation des bacténgsées. Le pouvoir tampon de l'aliment

associé peut étre un élément protecteur, la miccagEsulation est une solution galénique
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utilisée. La dose ingérée influence fortement lemcentrations dans les différents
compartiments du tube digestif par exemple lesatiétes deLactobacillusrhamnosusdans
les féces n’est possible qu’avec une consommatohdf UFC.mL* (SAXELIN 1995). De
nombreux auteurs avancent souvent les chiffresof8@JEC.mL* dans l'intestin gréle et de

10® dans le colon pour obtenir des effets détectables.

Il 2 3 Mécanismes d’action des probiotiques

Les premieres démarches pour comprendre les méal®od des probiotiques se sont
focalisées sur la colonisation intestinale et Kintion de la suppression de la croissance et de
linvasion des microorganismes pathogénes (CLANMO3J). Ces effets reposent sur les
fonctions spécifiques a chaque probiotique : d’pag leur capacité d’adhérence aux cellules
épithéliales, au mucus ou a la matrice extracétkyla’autre part leur capacité a produire des

substances antimicrobiennes telles que bactérimanantibiotiques.

Les recherches actuelles s’orientent vers la conemsion d’autres mécanismes par
lesquels les probiotiques et les métabolites qaéisretent activent et modulent les réponses
immunitaires de I'hote et les fonctions des cefulépithéliales intestinales. Plusieurs
mécanismes moléculaires ont ainsi été postulés @qliquer I'effet sur la fonction barriere
aux pathogenes (RESTA- LENERT 2003, YAN 2002). pesbiotiques via leurs interactions
avec les cellules épithéliales et immunitaires patnaltérer les voies de transduction du
signal, LAMMERS (2002) a montré que les cellulestiégiales pouvaient produire de
l'interleukine — 8 en présence d’'un pathogene corin@oli alors qu’elles n’en produisent
pas en présence d'un probiotique. Des effets samunité systémique ont été prouvés par
altération de I'immunité sur des sites aussi distague I'appareil génital, I'appareil
respiratoire ou la peau apres administration atalprobiotiques. Ceci sans que le nombre de
bactéries dans le c6lon soit perturbé. C’est doer la preuve d’un effet direct sur la réponse
immunitaire et non sur la colonisation. Des souateBifidobacterium et de Lactobacillus
peuvent ainsi étre utilisées pour traiter des eezém des dermatites chez le nourrisson
(KALLIOMAKI 2003, KIRJAVAINEN 2003) et I'enfant (RGENFELDT 2003).

36



- Chapitre I Etude bibliographigue -

[l 2 4 Effets thérapeutiques des probiotiques.

III 2 4 1 Prévention des infections

Une revue récemment publiée par NOMOTO (2005)étt des fonctions majeures de

prévention des infections par certains probiotiques
On citera :

* Les diarrhées a rotavirus chez le jeune, sensibleactobacillus rhamnosus GG
(GUANDALINI 2000), a Lactobacillus reuteri SD,22 (SHORNIKOVA 1997) a
Bifidobacterium Bl et Streptococcus thermophil(SAAVEDRA 1994).

» Les diarrhées induites par traitement antibioti§galement sensiblesLactobacillus
rhamnosus GGPANT 1996) mais aussi Bifidobacterium longum (COLOMBEL
1987) et &nterococcus faeciufBUYDEN 1996).

» Des entérites induites p&ampylobacterpeuvent étre traitées p&ifidobacterium

longum.

» La protection contre les infections postopératoules voies digestives s’est avérée
efficace lorsque Lactobacillus plantarum 299V, Lactobacillus casésouche
SHIROTA) etBifidobacterium brevesont utilisés en association avec un prébiotique
(RAYES 2002, , KANAZAWA 2005).

» Des pathologies infectieuses induites pilicobater pylori: des études sur modele
animal ont montré I'effet protecteur de plusieuagt@ries lactiques et bifidobactéries
(KABIR 1997, COCONNIER 1998). Les études menéesg dimme ont mis en
evidence un effet d’assistance de la part.detobacillusacidophilusa I'éradication
d’Helicobacter pyloripar des drogues chimiques (CANDUCCI 2000).

III 2 4 2 Effets sur d’autres pathologies

Bien qu’il n’existe aujourd’hui aucune preuve exp@mtale de suppression de cancers
induite par la prise de probiotiques, un certaimbre d’étude vitro et sur I'animal tendent
a établir un effet positif de certains probiotiqees ces pathologies (RAFTER 2002, 2003).
Certains mécanismes par lesquels les bactérieguastpeuvent inhiber la cancérogenese du

cblon ont été avancés : I'altération des activitétaboliques de la flore intestinale, altération
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des conditions physicochimiques du cdlon, liaisbdégradation de produits potentiellement
cancérigenes, modification qualitative et quarntieatde la microflore soupgonnée de
production de métabolites cancérigenes, diminuties enzymes microbiennes telles §ue
glucuronidased3-glucosidases, nitroréductase et uréase impligtdes I'activation de divers
mutagenes et cancérigenes, enfin production ddawdes anticancéreuses et antimutagenes
renforcant la réponse immunitaire de I'hote eteffsts sur la physiologie de I'hote.

Des effets positifs ont été reportés sur des soliteératives (ISHIKAWA 2003) et sur
la maladie de Crohn (BORRUEL 2002).

Sans qu'il s'agisse a proprement parler d’'un dfiétapeutique, mais plutdt d'une aide
a une fonction physiologique, on citera pour teemimes effets hypocholestérolémiants

attribués a certains produits laitiers fermenté&autéfois ceux-ci sont trés controverses.

Pour conclure on peut dire que dans I'état actaslabnnaissances et compte tenu des
différences intrinséques entre probiotiques (génoomenposition de la paroi, enzymes,
capacité d'adhésion aux cellules épithéliales ounawucus et aptitude a produire des
substances antimicrobiennes), on admet que leis @ifeduits par une souche donnée et leurs
mécanismes d’action, ainsi que les applicationsagfgutiques qui peuvent en résulter ne
peuvent pas étre extrapolés a une autre souchgiste des preuves expérimentales de ces
spécificités d’effets aussi bien entre genres rhiems et especes qu’entre souches au sein
d’'une méme espece. Toutefois rien ne prouve aujuuirdue les effets produits par des

souches aux propriétés différentes soient touéreifits pour I'hote.

III 3 Les prébiotiques

Nous savons que les bactéries probiotiques quivamvaux conditions de leur transit
dans I'estomac et l'intestin gréle, atteignent &on dans un état de stress qui compromet
leurs chances de survie. Ce constat a conduit éedherche de différentes stratégies
permettant d’accroitre ces chances. Il serait ageable d’accroitre leur caractére compétitif
par I'ingénierie génétique, mais la situation aliéue’est pas favorable a cette application en
nutrition. On a déja cité les techniques d’encagisut qui sont beaucoup plus réalistes. Enfin

une derniére stratégie consiste a utiliser lesisgiées de fermentation des probiotiques et
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essayer de stimuler sélectivement les probiotigaes I'intestin en augmentant leur capacité
métabolique. Cette idée a conduit en 1995 GIBSOR@BERFROID a imaginer le concept
de prébiotique. Selon ces auteurs, un prébiotigste défini comme « un ingrédient
alimentaire non digestible qui affecte de faconéf@ue I'héte en stimulant sélectivement la
croissance et / ou l'activité d’'un nombre limité loctéries dans le colon et conforte ainsi sa
santé ». Bien qu'étant apparus apres les probiggiqles prébiotiques présentent certains
avantages par rapport aux limites des premierdaNtéas des substrats alimentaires vivants,
ils échappent aux contraintes rencontrées parri@sqtiques. Par ailleurs, compte tenu de
leur nature tres majoritairement glucidique, ilsiypent étre largement utilisés dans diverses
formulations alimentaires. Enfin, inversement avabjotiques, et par définition, n’étant pas
digestibles ils échappent a toute dégradation Gapartie supérieure du tractus et atteignent

le cblon a I'état integre.

[l 3 1 Critéres de sélection : digestibilité et ap titude a étre

fermenté

De nombreux composés alimentaires ont été quatibBgsrébiotiques sans toujours tenir
compte de tous les criteres de définition. C'egtsiaique la plupart des oligo et
polysaccharides, y compris les fibres diététiqualsédé associés a une activité prébiotique,

mais tous ne sont pas des prébiotiques. Un prédbmtioit répondre a trois critéres :

> Ne pas étre digéré par I'hdte ni subir de proces$absorption ou

d’adsorption.
» Pouvoir étre fermenté par la microflore intestinale

» Stimuler sélectivement la croissance et / ou Ratetid’'une ou d’'un nombre

limité de bactéries a l'intérieur du systéme gastestinal.

III 3 1 1 Digestibilité

Compte tenu de leurs structures chimiques, de nemmloligosaccharides répondent au
premier critere. La non digestibilité des fructgokaccharides (FOS) et de linuline, les
mieux connus parmi les prébiotiques, a été vérifitevivo (BACH KNUDSEN 1995 ;
ELLEGARD 1997 ; MOLIS 1996 ; HIDAKA 1986) ein vitro (NILSSON 1988). Ces
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résultats sont en accord avec la spécificité comtaseenzymes digestives des mammiferes.
Tout nouveau prébiotique supposé devrait en faé ftsté au moinf vitro quant a sa
résistance aux jus gastriques, aux enzymes paigurésitet aux enzymes de la bordure en

brosse.

III 3 1 2 Aptitude a étre fermenté

Tout glucide qui atteint le caecum est un subdetffermentation potentiel pour la
microflore du gros intestin. De nombreux résul@sfirment que c’est en effet le cas des
prébiotiques reconnus tels que l'inuline et les FOBOLIS 1996 ; ALLES 1996). Les
premiéres études menées sur des FOS de 2 a 4srél@duuctose ont montré qu'ils étaient
fermentés par les bifidobactéries mémaifidobacterium bifidurrest moins efficace que les
autres (HIDAKA 1986, MITSUOKA 1987). A l'invers&. Coli et Clostridium perfringens

utilisent peu les FOS.

Les bacteroidessont, eux, capables de fermenter différents ptigpies. GIBSON
(1994) a mis en évidence un phénomene de compégitar la fermentation d’oligofructose
par Bifidobecterium infantis, E. Coliet Clostridium perfringensen coculture. Les
bifidobactéries manifestent un effet inhibiteutégard des deux autres. On citera le travail de
VAN LAERE (1997) qui a étudié la dégradation pdféatentes souches dgfidobacterium,
Clostridium, Bacteroides et Lactobacillde plusieurs oligosaccharides de parois cellidaire
végétales de composition osidique et de tailleBmihtes. Il constate que la fermentation
dépend de la structure. Les fructoses sont fortefeementés sauf palostridium alors que
peu d’especes sont capables de dégrader les axglaimes dans les conditions de tests. Les
xylooligosaccharides, par contre sont bien fermentéette étude réveéle donc que les
oligosaccharides linéaires sont catabolisés a grédaipérieur a ceux qui sont substitués. Les
Bifidobactéries utilisent préférentiellement lesgokaccharides de faible DP, alors que les
Bacteroideautilisent ceux a fort DP. Une collaboration métahpee existe certainement lors
de ces dégradations, a la fois la structure degsdiccharides et la nature des bactéries
présentes sont probablement des facteurs imponpantsle contréle de la fermentation des
prébiotiques.

Dans le méme esprit, en 2001 RYCROFT et GIBSONpahtié une étude comparée de
I’évaluationin vitro des propriétés fermentescibles de différents stigoharides prébiotiques

commerciaux en utilisant des bactéries fécalestdligion de la population bactérienne a été
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suivie par la méthode d’hybridation situ (FISH). Cette étude présente I'intérét de pouvoir
identifier le meilleur prébiotique pour une modidat souhaitée du profil de la microflore.
Ainsi, d’apres ces auteurs, si I'on souhaite at¥de nombre de bifidobactéries il faut faire

appel a des xyloologosaccharides (XOS) ou au lastutomme prébiotique.

ITTI 3 1 3 Les produits de la fermentation.

Ce sont essentiellement les acides gras a chaime cGCC), et des gaz tels que
’hydrogene et le dioxyde de carbone. A ces pradiitfaut bien évidemment ajouter la

biomasse produite.

La production d’AGCC tels que acétate, propionatebetyrate a été largement
documentée (CUMMING 1995). Les preébiotiques proelisdles AGCC aussi bian vitro
guein vivo, il n’est toutefois pas trés aisé de détermingrdmdements relatifs par gramme de
substrat fermenté. On constate que ce sont lesgeD@oduisent le plus d’acétate, I'amidon
est le plus fort producteur de butyrate. Les amaiptactanes produisent relativement plus de

propionate.

Les mesures quantitativés vivo sont beaucoup plus délicates et sont réaliséphise
souvent sur les feces. Plusieurs auteurs ont pinsonstater quin vivo, ni I'inuline, ni les
oligofructoses a des doses comprises entre 4 epdOgpur, n'induisaient une modification
significative de la concentration ou des propodiamolaires d’AGCC (ALLES 1996 ;
GIBSON 1995 ; KLEESEN 1997). La production d’AGC&, notamment de butyrate est
associée au role protecteur des prébiotiques clent@ncer du célon mais ce facteur n’est pas
le seul (CJORDAS 1995 ; TRAN 1998 ; RUEMMELE 200BIJGHES 2001 ; PERRIN
2001). La production d’hydrogéne et de dioxyde aldane induit par contre des effets plutdt
néfastes tels que douleurs abdominales, flatuleeicballonnements (STONE-DORSSHOW
1987 ; PEDERSEN 1997 ; HARTEMINK 1997). Il a éténstaté que la production
d’hydrogéne diminuait avec le degré de polymémsa(BRIGHENTI 1995). La production
de ces gaz peut étre pour certains sujets le faliteitant la prise de prébiotiques.
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11 3 2 Les différentes familles prébiotiques

oligosaccharidiques

Plusieurs familles d’oligosaccharides ont été tssttir la base des criteres de définition
vus précédemment et ceci par des méthodegro et sur des modéles animaux et humains.
Certains ont fait I'objet d’essais cliniqgues. Orupelasser les prébiotiques en deux grands
groupes : les prébiotiques reconnus, dont certsdms commercialisés, et les prébiotiques

émergents.

Le premier groupe est essentiellement constitué tdeis familles: les
fructooligosaccharides (FOS), les galactooligosagdes (GOS) et le lactulose; ces
prébiotiques sont aujourd’hui bien reconnus au daeo Europe et aux Etats Unis.

III 321 Les FOS et l'inuline

Les FOS sont des oligomeres de D-fructose assparedes liaison8-(1—2) avec un
résidu D—glucose en bout de chaine liegil—2). lls sont obtenus par réaction d’hydrolyse
enzymatique de l'inuline, mais ils ont égalemeré synthétisés par transfert de résidus
fructosyl de molécules de saccharose par voie eatigoe (CRITTENDEN 1999). L'inuline
est un ensemble de polyméres de fructose de DPeHR0gst extraite industriellement de la
chicorée, mais on la trouve également dans l"aiigmon, la tomate, la banane et l'artichaut
de Jérusalem (CRITTENDEN 1996).

Ce sont les prébiotiques les plus étudiés et lptitude a stimuler la croissance de
bifidobacterium a été établie par de nombreuses études i@mnvitro que in vivo
(ROBERFROID, 1998). lIs ont été testés sur des loo@ms a pH contrdlé, ou ils induisent
non seulement une stimulation de la croissanceBifidobacterium infantismais aussi
inhibent celle dé&. Coliet deClostridium perfringengGIBSON, 1994).

Toujours en tesin vitro, leur effet bifidogene a été mis en évidence | siystémes
bactériens complexes simulant la diversité micnofgede I'intestin humain (WANG 1993 ;

SGHIR 1998 ; KOLIDA 2002).

Une étude récente, publiée par ROSSI (2005), f@t é’'une comparaison de la
fermentation de FOS et d’inuline en cultures pateimoculum fécal. Cinquante cing souches

de bifidobactéries ont été testées, la plupart sapables de fermenter les FOS, mais
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seulement huit d’entre elles se développent bieisuline. L'analyse des oligosaccharides
résiduels par HPLC met en évidence une aptitudehsoundépendante a dégrader les
oligoméres en fonction de la longueur de chainecitture sur inoculum fécal, les FOS et
l'inuline affectent la production d’AGCC, le butyeaest le produit majeur de fermentation de

linuline, alors que ce sont l'acétate et le lagtgui sont majoritairement produits avec les
FOS.

Les propriétés prébiotiques des FOS et de l'inudine aussi été validées vivo. Les
travaux de GIBSON (1995) et de ROBERFROID (1997hésesur des hommes sains avec
contrble placebo en double aveugle aboutissentsarémiltats concordants : accroissement
significatif des bifidobactéries dans les sellesliatinution simultanée deBacteroidesdes
Clotridium et des fusobactéries ; le nombre aci Gram+, lui, diminue avec la prise
d’inuline. L'effet des FOS est significatif a dees@s journaliéres de 4g a 15g et dépend du
nombre initial de bifidobactéries fécales. (ROBERHR 1998). Les mémes constats ont été

faits avec des préparations alimentaires de typeultiou les FOS sont associés a des fibres
diététiques.

III 3 2 2 Le Lactulose

C’est un disaccharide synthétiqgue galactose- fagctiés erf3-(1—4) dérivé du lactose.
Il est connu pour ses effets laxatifs lorsqu’il pss a fortes doses (supérieures a 20g par jour)
(SALMINEN 1997). Mais a plus faibles doses, il agit tant que prébiotique en augmentant
le nombre de bifidobactéries alors que le nombr€ldstridium perfringensge Bacteroides,
de spteptocoques et d’enterobactéries décroit (SANBW 1997 ; TERADA 1992 ;
BALLONGUE 1997 ; TUOHY 2002).

Il est intéressant de constater parallelement éoeotssance d’'une part de métabolites
potentiellement toxiques tels que indole, skatgitetnols, d’autre part d’enzymes catalysant
la formation de produits cancérigénes telles guiglucuronidases, nitroréductases et
azoréductases. La concentration d’acétate, I'AGC@jorntairement produit par les
Bifidobactéries augmente significativement. Comnoeirples FOS et I'inuline, I'amplitude

des effets dépend de la population de Bifidobasséte départ.
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III 3 2 3 Les Galactooligosaccharides (GOS)

Ce sont des oligomeres de la forme @#¢1—4)-[3-(1—6) Gal}, avec n de 2 a 5. lIs
sont naturellement présents dans le lait mais égale obtenus par synthése enzymatique a
partir du lactose (CRITTENDEN 1999 ; KOLIDA 2000s sont non digestibles (BOUHNIK
1997). Comme avec les FOS, les tastatro mettent en évidence un effet bifidogéne mais ils
accroissent également la population des lactolkeac{lTANAKA 1983). Des modeles plus
complexes reproduisamt vitro la microflore identifiée du cblon humain, conduseux
mémes résultats (RYCROFT 2001 ; SHARP 2001). Ssrrdes porteurs d'une microflore
humaine, ROWLAND a montré que les transgalactoskgcharides augmentaient le nombre
de bifidobactéries et de lactobacilles mais eneodiminuaient le nombre d’entérobactéries.
De plus ces oligoméres réduisent les activités raatigues néfastes déja citées. Chez
’lhomme plusieurs études aboutissent aux mémegats(TANAKA 1983 ; ITO 1990).

Toutefois les résultas obtenus par ALLES en 1996t smntradictoires, mais les
conditions différentes des tests et notamment dgsilptions initiales différentes, peuvent en

étre la cause.

IIT 3 2 4 Les prébiotiques émergents

Plusieurs causes sont a l'origine du développendenhouveaux prébiotiques : tout
d’abord les progres réalisés dans les processugratiiction (GIBSON 2000), puis les
développements des biotechnologies et de la gémeétigoléculaire (RABIU 2001 ;
RASTALL 2002), enfin la recherche de diversificatides voies de valorisation de certains

produits naturels, déchets de I'agriculture.

Parmi ces prébiotiques émergents on peut citaristenaltooligosaccharides (IMO), les
oligosaccharides de soja (SOS) et les xylooligdsaudes (XOS).

On ajoutera, dans une moindre mesure en terme aeutx d’expertise, les
glucooligosaccharides et les pectioligosaccharid®@8CROFT 2001 ; OLANO-MARTIN
2002 ; RASTAL 2002). Il a également été avancélgseamidons résistants pouvaient entrer
dans cette catégorie. (CRITTENDEN 2001 ; WANG 208HUUSUKE 2003).
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IIT 324 1 Les isomaltoosaccharides (IMO)

lls sont constitués de résidus glucose liés€h—6). Leur production industrielle fait
appel a l'action di-amylase, de pullulanases etiejlucosidases sur 'amidon de mais. Les
produits commercialisés contiennent un mélangeuiatose, isomaltotriose et panose. Tous
les IMO testés sur des cultures bactériennes pndessent un accroissement de la plupart
des bifidobactéries a I'exception Bédidobacterium bifidunfKOHMOTO 1988). RYCROFT
(2001) a montré qu’'avec les IMO de DP moyen éga&, ¥ nombre de bifidobactéries
augmentait apres 24h de culture en batch ainsilgumncentration en acide lactique et

lactate.

Les résultats d’étudm vitro réalisées avec des produits commerciaux (ISOMALTO-
900) vont dans le méme sens quant a l'effet bifehag mais une |égere augmentation des
Bacteroidesest également observée. La prise journaliere d’'Ipi@s induisant un effet

bifidogéne significatif est de I'ordre de 10g.

Suite a I'étude de KANEKO (1994) quant a l'effet dagré de polymérisation sur le
caractére prébiotique des IMO, il ressort que Isedminimale associée a un effet bifidogene
in vivo est observée pour DP>2. Toutefois ces résultaisgpe étre altérés par le fait que
contrairement aux FOS et aux GOS, les IMO de fdili*epeuvent étre digérés dans l'intestin

gréle par I'isomaltase humaine.

IIT 32 4 2 Les oligosaccharides de soja (SOS)

Les deux principaux oligosaccharides extraits da sont le trisaccharide raffinose et le
tétrasaccharide stachyose, ils sont constituésidus glucose, galactose et fructose. Les
testsin vitro (SHARP 2001; SAITO 1992) et vivo (BENNO 1987; HAYAKAMA 1990;
WADA 1992) conduisent au méme constat d'un effétibgéne, avec dans certains cas une
décroissance concomitante non seulemenBdeteroides et clostridienais aussi de certains

métabolites toxiques.
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IIT 3 2 4 3 Les xylooligosaccharides

Comme nous l'avons déja vu au paragraphe |l 2 @edehapitre, ils sont constitués de
formes oligomériques de résidus xylose liés [Bfl—4), dans cette famille on inclue
eégalement les arabinoxylanes (AXOS) qui peuverd étrx-mémes différemment substitués
selon l'origine et les procédés d’obtention. llstsessentiellement obtenus par hydrolyse des
hétéroxylanes constituant les parois cellulairegétaes. En une dizaine d’années (1995-
2005) la production Japonaise de XOS est pass@6@a 2000 tonnes par an (NAKAKUKI
2005).

lls semblent encore mieux répondre que les FO8setMO au tout premier critere de
définition d’'un prébiotique, a savoir sa non digabté. En effet ils ne sont pas du tout
dégradés par aucune enzyme digestive alors quen=eROS et la plupart des IMO subissent
une digestion partielle dans l'intestin gréle. Léudes activités les plus importantes des XOS
est leur effet bifidogene. De nombreux essaisitro ont été réalisés soit avec des XOS ou
AXOS produits par les auteurs soit avec des métangmmerciaux. Les inoculum bactériens
étant réalisés soit a partir de souches purestg#laées comme étant représentatives de la
microflore soit a partir de mélanges complexes aitetrde féces. Nous citerons quelques

exemples représentatifs de ces travaux :

» JASKARI (1998) a étudié I'effet comparé fle glucanes et de XOS issus
d’avoine sur la croissance de deux probiotiqueactobacillus et
Bifidobacteriumet d’autres bactéries intestinales telles aeteroides,
Clostridium et E.Coli. Il observe que les 2 familles d'oligomeres
augmentent la croissance des deux probiotiques @@mpaux autres

souches mais ceci de fagon faiblement significative
» Dans le méme temps KONTULA (1998), lors du mémes tgtjgtude avec
des sons d'avoine testés sur 3 souches de bactaoegues met en
évidence la fermentation sélective des XOS lpaatobacillus plantarum
alors que legl - glucanes sont également fermentés par les deugsa
bactéries lactiques testéds rhamnosu®t Lactococcus Lactis.
> En 1999, SUWA dépose un brevet pour une prépardeoXdOS induisant
la proliférationBifidobacterium Bifidum
Depuis, de nombreux autres brevets, que nous reo# pas ici, ont été déposes.
D’apres JASKARI (1998), les XOS d’avoine sont plasilement fermentés que les FOS. Ce

46



- Chapitre I Etude bibliographigue -

dernier résultat a été confirmé plus tard par PAAFRN (2003) au cours d’'une étude sur
neuf souches de bifidobactéries dont la seule sadgacarbone était le glucose, le xylose, des
XOS et des FOS. Le taux de croissance maximurmat@wec les XOS pour IB.Bifidum
suggere d’'apres cet auteur un systeme de transpeédfique des oligomeres. Une autre
confirmation de cet effet bifidogene supérieur pegrXOS par rapport aux FOS est apportée
par les travaux de RHEW (2002).

Une étude comparée de I'évaluation des propriéeEmdntescibles de différents
prébiotiques ; XOS, lactulose, FOS et GOS par uogulation représentant les especes
prédominantes de la microflore intestinale a étBlipa par RYCROFT (2001). Tous les
prébiotiques testés stimulent la croissance dedobidctéries et diminuent le nombre de
Clostridies. Les XOS et le lactulose produiserylies fort effet bifidogene, alors que les FOS
induisent plus fortement la croissance des LacitdbacCe sont les GOS qui inhibent le plus
la croissance des Clostridies, et induisent la fdtts production d’AGCC.

FOOKS (2002) a mis en évidence un effet d’inhilitabe pathogénes tels gke Coli,
Campylobacter et Salmonellpar les XOS et un mélange FOS/XOS 50/50 (poidd§)oi
additionnés au milieu de culture des deux probiasgLactobacillus plantarum et

Bifidobacterium bifidumL’effet observé est attribué a la production dtaté et de lactate.

Une étude trés compléte a été menée par le groaif@QTANEN (CRITTENDEN
2002). Une collection de 55 souches différentes rémgmtant deslactobacilles,
bifidobactéries, enterocoques, bacteroides, lostndet E. Colia été testé quant a leur
aptitude a fermenter des poly- et oligosacchariieséréales d’origine commerciale: des
arabinoxylanes de seigle peu substitués (Megazydes),xylanes peu substitués d’avoine
(SIGMA), desB-glucanes d'orge (Megazyme), des XOS (SUNTORY) &2 5 contenant
30% de xylose, et, pour référence des FOS (RPORAFII de DP de 2 a 7). On constate
gue lesB-glucanes sont fermentés par lescteroideset Clostridium beijeinckiimais ne le

sont pas par les lactobacilles, les bifidobactgtessenterocoques Bi Coli.

Les XOS sont fermentés par la plupart des bifidt#yaes mais avec des modulations
d’amplitude selon les souches. Toutefois cert@asteroidedes utilisent également. lls ne
sont pas du tout fermentés par Coli, les enterocoque£lostridium difficile, Clostridium
perfringenset par une majorité des lactobacilles étudiésinERifidobacterium longunse
développe sur les arabinoxylanes, en les hydrolyestaen fermentant les résidus arabinosyles

mais sans utiliser le squelette de xylane.
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Nous citerons seulement deux publications rela@estestsn vivo:

» La premiere, sur le modele rat, met en évidenceaacroissement des
bifidobactéries dans le contenu caecal et danfeées ainsi qu’une diminution
du pH lorsque les animaux sont nourris avec deamyéks d’AXOS et XOS et
des glucuronoxylooligosaccharides (DEGAN YOKO 2006)

» La seconde, chez 'homme, s'intéresse aux effetpatdosanes de blé de
rapport Ara / Xyl = 0,87 comparés a ceux de linel sur I'activité
meétabolique de la microflore. Les résultats moritrgme les modifications
induites par les deux sources de prébiotiques’activité enzymatiquefy -
glucuronidaseB - glucosidase et uréase) sont comparables. Pdrectas
pentosanes augmentent davantage les concentra@sn&GCC totaux et le
butyrate dans les feces que ne le fait I'inulin@ASTEN 2003).

Par ailleurs, des essais de corrélation entretateides XOS et propriétés prébiotiques
ont été réalisés. L'équipe de YU SHI- YUAN a mordree le DP pouvait avoir une influence
sur la croissance dgifidum adolescentjde xylotriose ayant un effet supérieur au xylagio
et au xylose (ZHANG, JUN — HUA 2005). Cette mémaeigg avait préalablement mis en
évidence des mélanges de XOS originaux permettant cdltiver Bifidobacterium
adolescentigirace a la sécrétion d’'une enzyme induite pagtaéntation du xylobiose et du
xylotriose et apte a dégrader les formes oligonué@sagde DP supérieur (XU, YONG 2001). II
a également été prouvé une spécificité de fermientapar Bifidobacterium bifidum
d’arabinoxylanes estérifiés naturellement par desles féruligues (XIAOPING YUAN
2005).

Enfin le groupe de VORAGEN a mis en évidence leegéité qu’il y a de connaitre les
structures des oligosaccharides constituant lebigirgues pour mieux comprendre leurs
mécanismes de fermentation. En utilisant un inooulécal, on constate que parmi les XOS
d’origine eucalyptus, les non substitués et les A<gont fermentés plus rapidement que les
substitués par des groupes acétyles ou contenanaaldes 4-O méthylglucuroniques. La
fermentation de ces derniers conduisant a une dilom de la production de lactate mais a
une augmentation de celle de propionate et de dtetyK ABEL 2002). Certains effets sur la

santé ont été attribués aux XOS, ils sont décatsde paragraphe Il 3 4.
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Il 3 3 Effet prébiotique et structure des oligosac charides

A I'heure actuelle, il est tres difficile d’établoles corrélations entre I'activité d'un
prébiotique défini sur les 3 critéres développésiessus et la structure des oligosaccharides
qui le composent. En effet les prébiotiques less phtudiés sont souvent des mélanges
d’oligosaccharides avec quelquefois des oses mangues et les structures ne sont pas
toujours parfaitement connues. L'appartenance &améle de prébiotiques est conditionnée
par l'identité du monomere constitutif, mais lapdité au sein de la famille résulte de
différence de DP et de la présence de différenstduants differemment liés (FRANK
2002).

L’hétérogénéité structurale résulte a la fois deidine des oligosaccharides et des
procédés d’obtention. Il a déja été montré quetdactire chimique affectait I'effet des
prébiotiques sur la microflore. Par exemple les FaaRlifient davantage les milieux de
culture que ne le fait I'inuline (ROBERFROID 1998gs FOS de DP 4 sont plus rapidement
fermentés palLactobacillus plantarumet Lactobacillus GGque les FOS de DP 2 et 3
(KAPLAN 2000). Les produits commerciaux de type F@&Sinuline, RAFTILOSE 95 et
RAFTILINE Synergy 1 (mélange de FOS et d’'inulinensfermentés paBifidobacterium
animalis et Bifidobacteriumlactis, contrairement a RAFTILINE (VAN Der MEULEN 2004 ;
JANER 2004).

La production de lactase par des souches purdsifidebacteriumest inversement
proportionnelle au DP des fructanes fournis (PERRIN2).

La structure des fructanes semble également affleetevitesse de fermentation par la
microflore intestinale totale mais ne semble pé&rad la production d’AGCC qui en résulte
(VICKERS 2001 ; SMIRICKY 2003).

Par contre pour les XOS, KABEL (2002a) a montrélaursase d’'une étude structurale
fine que la présence et la nature des substitsamtta chaine de xylane affecte a la fois la

vitesse de fermentation et la quantité totale d’A3&oduits par un inoculum de feces.

La structure chimique des oligosaccharides sengaeient influencer I'absorption de
calcium par les FOS (COUDRAY 2003), mais égalentaptitude des fructanes a prévenir
le développement de foyers de cryptes aberrantds s&tmeurs sur des modeéles animaux de
cancérogenese (VERGHESE 2002).
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Récemment (YUAN XIAOPING 2005) vient d’apporter paieuve d’'une spécificité
structurale de feruloyl oligosaccharides issus ae &e blé pour stimuler la croissance de
Bifidobacterium Bifidum F-35Enfin une revue récente (CASCI 2006) fait le paat les

relations structure fonction des prébiotiques

En conclusion, on peut dire que compte tenu dextsefiéja observés, les structures
chimiques interférent fortement avec les propriéteés prébiotiques et que dans I'état actuel
des connaissances, il n’est pas possible d’exeajieffet d’'un composé a un autre méme s'il

appartient a la méme famille de prébiotiques.

[l 3 4 Amélioration des fonctions physiologiques e t effet sur

la santé

Nous citerons trés brievement les différents effdet certains nécessitent encore
davantage de validations scientifiques. Un des premiers effets établi est I'accroissement
de la masse fécale par la biomasse formée, ce qaua effet d’améliorer la mobilité
intestinal donc de traiter efficacement la consiipa Une publication récente fait état de cet
effet induit par les XOS chez la femme enceinte TEXAMA 2005).

D’un point de vue fonctionnel ils agissent sur $alption du calcium et du magnésium
ce qui améliorerait la minéralisation osseuse atirdierait donc le risque d’ostéoporose
(SCHOLZ-AHRENS 2000).

Les FOS agiraient sur le métabolisme lipidique isdot une Iégére décroissance des
triglycérides circulants et du cholestérol plasonati (DAVIDSON 1998). Ces effets peuvent
avoir des conséquences bénéfiques sur les risqadegmsclérose associés aux maladies
cardiovasculaires. Il a été montré sur modéle angqua les FOS induisaient une protection
contre les infections gastrointestinales. Bien lgumécanisme n’en soit pas élucidé, il se peut

gu'’il passe par la stimulation des défenses imnatnes (BUDDINGTON 2002).

Les maladies inflammatoires intestinales telles lgumaladie de CROHN et les colites
sont connues pour étre sensibles au butyrate. AR&Q00) a pu montrer que chez le rat, la
prise de fibres dorge germées induisait la pradactde butyrate et augmentait

simultanément le nombre de Bifidobactéries et ddcuéries.
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Enfin nous citerons les effets bien documentéslayrévention du risque de cancer
colorectal. Il est maintenant établi que les méitdsocancérigénes et mutagenes produits par
la microflore intestinale jouent un réle dans laagd d'initiation des cancers (VENTURI
1997 ; ROWLAND 1999).

Le réle protecteur de certains prébiotiques co@giat différents auteurs (GALLAHER
1999 ; REDDY 1999 ; ROWLAND 1998 ; WIJNANDS 200CHENG-KUANG HSU 2004)

pourrait résulter de différents mécanismes d’action

» L’accroissement des bifidobactéries et des lacibeacpeut favoriser
I'élimination des molécules cancérigénes dans éeses (ZHANG 1993 ;
BOLOGNANI 1997).

» Un autre mécanisme suggéré passerait par la stiowla’activités
enzymatiques protectrices ou encore la réduction lae réponse
inflammatoire immunitaire (PERDIGON 1998).

» Enfin, dernier mécanisme proposé, I'action du katgrAGCC produit par
la fermentation de certains prébiotiques. Il indigtpoptose chez les
cellules cancéreuse du cdlon sans perturber lesnaoytes normaux
(RUEMMELE 2003).

Des études récentes chez le rat sont en accorduaviet mécanisme (HUGUES 2001 ;
PERRIN 2001).

Pour terminer nous citerons le travail de revuemauoent publié par CASCI (2006) sur

le role des prébiotiques et leur relation avecileroflore intestinale et la santé de I'héte.

Dans ce contexte, l'objectif de cette étude est cdatribuer a une meilleure
connaissance des propriétés prébiotigues d'un fyasiculier d’oligosaccharides : les
arabinoxylooligosaccharides. L'intérét émergent de€0S dans cette problématique, cité
précedemment et initi€ notament par KABEL (2002}, é&autant plus important qu’il est
associé a une démarche de valorisation de co-psodforigine naturelle, les sons de céréales.
En effet, ces derniers sont riches en arabinoxglatesont des candidats potentiels pour
'obtention d’AXOS d'intérét, par dépolymérisatiates polymeéres constitutifs (AX) apres

leur extraction.
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- Chapitre Il Extraction, caractérisation d’'une fraon arabinoxylane et essais de dépolymeérisation -

Dans un contexte de valorisation de co-produitsétag, I'objectif, défini en
introduction générale, consiste a mettre en plate méthodologie expérimentale pour la
production d’oligosaccharides de degré de polyraéds controlé. La premiére partie de
cette étude est donc consacrée a l'obtention, @ir by sons de céréales, d’'une fraction
polymeérique d’arabinoxylanes (AX), précurseurs aedinoxylooligosaccharides recherchés.

I Obtention d'une fraction arabinoxylane

I 1 Les substrats végétaux valorisables

Les sons de céréales, riches en arabinoxylanestitt@mt une matiere premiére
abondante et jusqu’alors peu valorisée. Nous avetesiu deux espéeces de céréales comme
source de sons : le blé et le seigle. Ceux-ci tnfaurnis par la minoterie Lagarde (Objat, 19
France) et proviennent de la mouture de grainsltéscaen 2003 par des producteurs

régionaux.

A I'état brut, les sons ont une granulomeétrie, riogepour diameétre des particules, tres
irréguliere et majoritairement supérieure a 1mrms.dht donc été broyés afin d’obtenir, en
guantité suffisante, une matiere premiére de goanélrie homogéne comprise entre 0,5mm
et 0,2mm. Cette fraction, qui représente 65% pdséadson brut aprés le broyage, constitue
le matériel de travail qui a été caractérisé qaasbn contenu en amidon, protéines, lipides,

composés hydrophiles extractibles et cendres. Essltats relatifs a cette caractérisation

sommaire sont regroupés dansdleleau 5:
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Tableau 5 : Composition des sons, exprimée en g pour 100g de son.

Composition Son de blé Son de seigle

Matiére séche 87,5+0,9 87,3+0,9
dont : Amidon 31+ 2 41 + 2
Protéines 15+1 13+1

Lipides 3,4+£0,3 2,1+£0,2

Extractibles hydrophiles 8,0+0,8 49+0,5

Cendres 4,6 +0,2 4,4+0,2
Autres™ dont AX 26 +2 22 +2

* : calculé par différence entre la matiére sechéaesomme des composés identifies.

Les teneurs en protéines, lipides, matiéres hydephextractibles (saccharides
circulants, tanins.).ou de cendres sont comparables aux valeurs démaat publiées pour
ce genre de matériel (HOLLMANN 2005, KABEL 2002MAES 2001). La teneur en
amidon, respectivement de 31 et 41% pour les sefdédet de seigle, est assez importante et
traduit une séparation grossiére lors de la préolucte la farine en minoterie.

La somme des composés répertdaigleau 5 représente environ 65% de la masse du
son, que ce soit pour le blé ou le seigle, les gaalgharides autres que I'amidon, dont les

arabinoxylanes, constituent majoritairement latfoercrestante non identifiée.

Cependant le dosage des polysaccharides totauwaimicamidon, arabinoxylanes et
autres, par des méthodes colorimétriques usueélliesque celle de Dubois (1956), est rendu
délicat du fait de la faible solubilité des sonsmetieu aqueux. La quantification des oses
totaux résultant de la mise en ceuvre d’'une tellthou® est, de ce fait, entachée d’erreurs
importantes et n’a donc pas été prise en considardtine pré-hydrolyse du son par 'acide
sulfuriqgue a 96% (CHANLIAUD 1995a) a été réalisémis n'a pas permis d’aboutir a de
meilleurs résultats, car le taux de destructionpggoses libérés, dans ces conditions acides,

reste élevé.

La composition osidique des sons a été détermimeecpromatographie en phase
gazeuse, couplée a la spectrométrie de masse (®RGBres méthanolyse puis dérivation
par le triméthylsilylimidazole, TMSIm. Toutefois,idm que la méthanolyse soit moins
destructive qu’un traitement d’hydrolyse acide (GMAN, 1982), les rendements de clivage
des liaisons osidiques au sein des polysaccharetgent tres dépendants de la nature de

celles-ci (TIMELL 1965). lls constituent, de cetfales sources d’erreurs dans I'établissement
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de la composition osidique. Dans ces conditiors pi®portions molaires indiquées dans le

tableau 6ci-dessous doivent étre considérées comme desatisns.

Tableau 6 : Composition osidique des sons de blé et de seigle, exprimées en moles pour 100

moles.
Monosaccharides Son de blé Son de seigle
Arabinose 20,0 10,8
Xylose 21,0 19,5
Galactose 4,5 1,5
Glucose 54,5 68,2
Rapport A/X 0,95 0,56

On constate que les sons contiennent un fort tauglacose, provenant de 'amidon
contaminant. La faible teneur en galactose meseséen accord avec les observations de
CHANLIAUD (1995a). Le galactose est souvent préstms les hémicelluloses de céréales,
ou il forme de courtes chaines avec I'arabinoselesupositions latérales disponibles dans le
squelette principal de xylane.

Le rapport A/X, proportion relative d’arabinose papport au xylose, traduit un fort
taux de ramification dans les arabinoxylanes des studiés. Dans la graine de céréale, le
rapport A/X des hémicelluloses varie de 0,35 a pleisl entre les zones internes et externes
de péricarpe (DUPONT 1987). La valeur de A/X, pecle 1, mesurée pour le son de blé
traduit un enrichissement de celui-ci en hémicefiak de la partie externe du péricarpe. Ceci

n'est pas observé pour le son de seigle.

I 2 Extraction d’une fraction enrichie en arabinoxylanes

Les sons ainsi caractérisés ont subi un traitet@ntigue permettant d’en extraire puis

d’en isoler une fraction enrichie en arabinoxylanes
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Figure 6 : Organigramme de l’'extraction des arabinoxylanes de sons de céréales,

par voie chimique.
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| 2 1 Extraction chimique

La stratégie choisie, présentigure 6 ci-contre, permet, en deux étapes simples et
rapides, d’aboutir a une fraction contenant maogiment des arabinoxylanes. La premiere a
pour fonction de délignifier le son brut et la sede constitue I'étape d’extraction proprement
dite.

Dans une premiere phase, la délignification, adapté BATAILLON (1998), par
oxydation a I'hypochlorite de sodium a 40% pds/pdsrapport au son et a 70°C pendant 2h,
permet non seulement d’éliminer les lignines majal@ment de déstructurer le réseau
polysaccharidique, par gonflement des fibres ddulose (CHANLIAUD, 1995a). Ceci

autorise un meilleur rendement d’extraction desibélnloses.

La phase d'extraction des arabinoxylanes est gmlisn présence d’hydroxyde de
potassium a 1M, 60°C pendant 2h, comme préconisé Qb$ANLIAUD (1995a). Le
traitement a chaud, en milieu alcalin, conduit &d&ubilisation des arabinoxylanes. Celle-ci
résulte de I'hydrolyse des liaisons ester entreit@ialoses et acides phénoliques et de la
déacétylation de certaines unités xylose. Les antems faibles, principalement de type
hydrogene, entre hémicelluloses, cellulose et doasits protéiques sont également affectées
par ce traitement, contribuant ainsi a la solusliic observée (MANDALARI, 2005jgure
7.

Dans ces conditions alcalines et en présence dameigil peut se produire une
oxydation des extrémités réductrices des polysaittds engendrant une dépolymérisation
mettant en jeu des réactionsftélimination. Ce phénomene, appelé peeling, appsuaiout
lors de I'extraction alcaline d’hémicelluloses kies. Compte tenu du caractere ramifié des
hémicelluloses des sons de céréales faisant I'dejetotre étude, nous n’avons pas jugé utile
de travailler en milieu réducteur pour nous afftancd’'un éventuel peeling. Aprées
neutralisation, la partie soluble est concentrée paitée a I'éthanol de facon a précipiter les

arabinoxylanes, identifiés AXy, puis a les récupérer par filtration.

Lors de la mise au point de la procédure d’extoacéi I'échelle analytique, nous avons
constaté des fluctuations importantes des caratitgres chimiques des arabinoxylanes,
attribuables principalement a I'hétérogénéité duémel végétal de départ, d'un essai a
'autre. Afin de surmonter cette difficulté et dieir une fraction arabinoxylane homogene,
en quantité suffisante pour I'étude ultérieure sagée, nous avons réalisé une extraction

préparative a partir de 200g de sons de blé etidées
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Chaine linéaire de xylane /}/

+ + + + + + + +

Cellulose
+ 4+ + 4+ + + 4+ + + 4+ + 4+ + + 4+ +
Acide férulique pouvant
entrainer une réticulation
- Groupement acéty! sur les Ramification
posll lons 2ut ti ez unk;a(s principalement de type
Xyloses constitutives des arabinose, galactose,
+ Liaisons hydrogénes acide glucuronique

Figure 7 : Structure schématisée des interactions entre les différents constituants
du son, d’aprés Mandalari (2005).

Les rendements d’obtention en arabinoxylanes sel#d et 33g respectivement pour
100g de son de hlé et de seigle traités selon dmédure décrite précédemment. La
caractérisation de chacune de ces fractions, agaunide leur contenu en matiére seche,
amidon, protéines et cendres, est présentée damableau 7. Leur composition osidique,
établie par CPG/SM aprés méthanolyse et dérivabionTMSIm, est indiquée dans le

tableau 8:

Tableau 7 : Composition des fractions arabinoxylanes extraites, exprimée en g pour 100g de

fraction.
Composition AXprut blé AXprut Seigle
Matiere séche 94,3+0,9 93,7+0,9
dont Amidon 19+1 31+ 2
Protéines 6,3+0,3 6,6 +0,3
Cendres 28+ 1 28+ 1
Autres dont AX : 47 +1 34 +2
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Tableau 8 : Composition osidique des fractions arabinoxylanes extraites exprimée en moles

pour 100 moles.

Monosaccharides AXprut blé AX,u: seigle
Arabinose 34,5 18,2
Xylose 34,4 28,0
Galactose 3,1 3,7
Glucose 28,0 50,1
Rapport A/X 1,0 0,65

On peut remarquer qu'une partie de I'amidon irgiaént présent dans les sons
contamine encore les Ax:. Ceux-ci contiennent également des protéines ayant
probablement co-précipitées lors du traitemengthdinol ainsi qu’un taux de cendres élevé,
induit par I'apport massif de sels durant le traiéait alcalin. Une étape complémentaire de
purification de cette fraction brute apparait ipéissable afin d’abaisser les teneurs en
contaminants. L'analyse de la composition osidigoefirme la présence d’amidon dans les
échantillons extraits, la teneur de ce polysacdeaést plus importante dans le seigle que

dans le blé.

La présence de galactose a des concentrations ises\@ntre 3 et 4 moles pour 100
moles d’oses, révele que le traitement d’extracti@npas engendré une élimination sélective
des ramifications sur les chaines xylanes. Lesararations mesurées pour le galactose sont
en accord avec celles publiées par (STEVENS, 1988)r des fractions purifiées
d’arabinoxylanes de blé. Le rapport A/X reste inde entre les substrats d’origine et les

fractions arabinoxylanes bruts qui en sont issues.

| 2 2 Purification des arabinoxylanes

Dans le but d'augmenter la pureté des extraitssbnaus avons utilisé un traitement
combinant des étapes d’hydrolyses enzymatiques; abaisser les teneurs résiduelles en
amidon et protéines, d’extraction en phase sopdar éliminer sélectivement les pigments et
autres contaminants ionisés et enfin de dialyse, @ réduire les teneurs en sels ou

molécules de solutés de faibles masses.
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Figure 8 : Organigramme du traitement de purification des AXp, s
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La démarche est illustrdgure 8. L’application d’un tel traitement aux A: conduit
a des rendements de récupéraBOrbget 20,7gd’AX pyrit pour 100g d’AXy: respectivement
pour le blé et le seigle. Les valeurs observées lesurendements d’obtention des fractions
arabinoxylanes purifiées sont en accord avec uingngtion exhaustive des contaminants

amidon, protéines et sels, initialement présemts ¢ks fractions brutes.

La composition osidiqgue des fractions purifieesgspntéetableau 9 confirme
I'élimination de I'amidon, le taux de glucose ragatlétant inférieur a 3 moles pour 100 moles
d’'oses. La teneur en galactose n'est pas affettiéerapport A/X des échantillons est proche
de 1. Dans les Axir obtenus, ces valeurs attestent d'un tres fort trixamification des

chaines xylanes.

Tableau 9 : Composition osidique des fractions AX,is de blé et de seigle, exprimée en mole

pour 100 moles.

Monosaccharides AXpyris de blé AX,.is de seigle
Arabinose 50,4 45,6
Xylose 44,2 46,1
Galactose 3,8 5,6
Glucose 1,7 2,7
Rapport A/X 1,14 0,99

L’accroissement du rapport A/X s’explique par ulimiation sélective de xylose sous
forme monomérique et/ou oligosaccharidique, notanirtees de la dialyse, mais également
par une rétention sélective possible de xylooligosarides associés a des résidus ionisés ou a

des composés polyphénoliques, lors de I'extradigréchangeur d’anions.

En effet, certains constituants fortement colotéls, que des pigments et des tanins, en
mélange avec les arabinoxylanes bruts, sont élsnpaé adsorption sur I'échangeur d’ions
lors de I'étape d’extraction en phase solide. Demis menés en parallele sur cartouches Sep
pak (Waters) contenant un gel de silice greffé amom quaternaire (QMA), échangeur
d’anions ou carboxyméthyle (CM), échangeur de oatimnt montré que la rétention des
contaminants colorés et/ou chargés était plus itapta sur I'échangeur d’anions type QMA,

figure 9 ci-apres :
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100 - m fraction retenue fraction non retenue

% 50 -

QMA CM

Figure 9 : Purification des AX,.,: par extraction en phase solide sur échangeur
d’ions. La représentativité des fractions est exprimée en g d’oses pour 100g d’oses

déposés, dosés par la méthode de Dubois.

Dans tous les cas, la fraction polysaccharidique meenue sur échangeur d’anions
QMA est faiblement colorée, comparativement a aaliieenue dans les mémes conditions sur

eéchangeur de cations CM.

Les contaminants pigmentés ne sont pas les semipasgs retenus sur la cartouche
eéchangeuse d’anions. lls sont associés a unedmnaasidique qui représente environ 45% des
AXp Cette fraction est susceptible de contenir eatrge des arabinoxylanes chargés
négativement du fait de leur substitution par dgdes uroniques. La rétention sélective de
ceux-ci est souhaitable car ils sont difficilemehydrolysables par les traitements
enzymatiques envisageés ultérieurement pour protksrarabinoxylooligosaccharides, AXOS
de faible degré de polymérisation. De plus les AX@®Bsqu’ils sont fortement substitués,
sont difficilement métabolisables par les bactéegepar conséquent présentent un tres faible
intérét prébiotique (KABEL 2002c). Pour les raisah&quées précédemment, nous avons
retenu I'extraction en phase solide sur I'échangkamnions, type QMA, pour la purification

des AXt @ I'échelle préparative.
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| 2 3 Bilan de I'extraction

Le rendement final d’obtention des arabinoxylanesfigs a I'issue de la procédure
décrite aux paragraphes 1 2 1 et | 2 2, exprim§ dfAX,,s pour 100 g de son traité, est de
10g et 7g respectivement pour le blé et le seigle. Les ifbast purifiées obtenues ne
représentent pas la totalité des arabinoxylanageiiment présents dans les deux céréales,
d'apres les teneurs citées dans la littérature ¢bfpitre 1). Lors de l'analyse de la
composition osidique, réalisée sur des préléevemeffdgstués au cours du traitement alcalin
(résultat non présenté), nous avons constaté kempecé non négligeable d’arabinose et de
xylose dans les fractions insolubles résiduellastées Roy (cf. figure 6). Il est donc
probable que la concentration de la potasse, édilisrs du traitement d’extraction, n’était pas
assez importante pour permettre une solubilisatmmpléte des arabinoxylanes, justifiant
ainsi leur faible rendement de récupération (MANDY¥RI 2005). L’augmentation du rapport
A/X, observée a l'issue de la phase de purificatiest attribuable a I'élimination sélective

d’une fraction enrichie en xylose.

I 3 Caractérisation d’une source commerciale d’arabinoxylanes

Afin d’accroitre la diversité de structures des baraxylanes mis en ceuvre
ultérieurement pour la production d’arabinoxylookgccharides d'intérét prébiotique, nous
avons retenu une préparation commerciale d’araglaors extraite de son de mais. Celle-ci
sera identifiée A¥Xm Une comparaison des principales caractéristigumgsico-chimiques

des AXurit issus de blé et de seigle avec celles de lAv4 eté réalisee.

Les arabinoxylanes commerciaux de mais, fournislpaociété Ulice Limagrin (63,
France) sont produits par extraction alcaline dipde son de mais. Les analyses, realisées
dans des conditions identiques a celles citéescégenment, révelent une pureté élevée,
comme en atteste l@mbleau 1Q Le degré de pureté de la préparation commer@ate
compatible avec les études ultérieures envisagéesamment la production des

arabinoxylooligosaccharides.
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Tableau 10 : Composition des arabinoxylanes commerciaux de mais, les teneurs sont

exprimées en g pour 100g d’AX ,m.

Composition AXcom Mais
Matiere seche 83,8+0,8
dont Amidon <2

Protéines 1,5 0,5
Cendres 2,8+0,2
Autres dont AX 78 +2

Leur composition osidique, établie dans des comaktiexpérimentales identiques a
celles mises en ceuvre pour les sons de blé etigle,9acluant méthanolyse et dérivation au

TMSIm des échantillons, est présentée ci-dessous :

Tableau 11 : Composition osidique des arabinoxylanes commerciaux de mais, exprimée en

moles pour 100 moles d’oses.

Monosaccharides AXcom Mais
Arabinose 31,8
Xylose 54,3
Galactose 6,7
Glucose 7,3
Rapport A/X 0,58

Les proportions des monosaccharides dans les arafmmes, issus de mais, sont
sensiblement différentes de celles observées psuedtraits de blé et de seigle. Les taux de
glucose et de galactose sont légerement supémpeurslie mais. Le rapport A/X, proche de
0,60, témoigne d’'un taux de ramification des chairg@anes moindre, comparativement a
celui des AXuir de blé ou de seigle. La valeur plus faible du capp/X peut ne pas étre
seulement liée a l'origine du substrat. En effetpftocédé de production, mis en place a
I'échelle du pilote industriel par la société Uligeut différer de la procédure que nous avons
retenue au laboratoire. Les informations commuréqué ce sujet par la société font
seulement état d’'une extraction alcaline a pamrirsdn de mais. Or, nous avons montre
préecédemment linfluence de I'étape de purificatisnr le rapport A/X, dans les
arabinoxylanes de blé et de seigle.
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I 4 Etude comparée de la distribution des masses moléculaires

des arabinoxylanes

L'estimation de la distribution en masses molécakides extraits arabinoxylanes,
purifiés a partir de blé et de seigle, ou commercigssus de mais, a été réalisée par
chromatographie liquide haute performance d’exolusimoléculaire sur gel (High
Performance Size Exclusion Chromatography : HPSED} les condition décrites page 207
du chapitre Matériels et méthodes. L’étalonnagéadmlonne Aquagel OH-60 a été effectué
a l'aide de dextrans (Fluka). Les masses moléadaiinsi que les temps de rétentignde

chacun des marqueurs de masse sont indiqués dabéelau 12suivant :

Tableau 12 : Masses moléculaires et Ty des dextrans utilisés pour la calibration de la colonne

HPSEC.
Référence Fluka : MM en Da Tr en minutes Identification sur[a
figure 5
Dextran 31 428 4 900 000 9,710 1
Dextran 31 426 750 000 10,334 2
Dextran 31 424 410 000 10,639 3
Dextran 31 422 150 000 11,031 4
Dextran 31 420 50 000 11,381 5

L’analyse chromatographique par HPSEC de chacweslenarqueurs permet d’établir

la courbe d’étalonnage de la colonne préseingéee 10 ci-apres :
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage de la colonne polyol Aquagel OH-60, les marqueurs

6 et 7 correspondent respectivement au xylose et au NacCl.

L’estimation de la distribution des masses moléoesades AXuir €t AXcom €St réalisée
en se référant a la courbe étalon présefigage 10. Les masses des arabinoxylanes,
exprimées en masse équivalentes de dextrans Bséaont indiquées dans tlbleau 13
Pour chacun des AX analysés, nous indiquons deaifsi que la valeur de la masse
moléculaire correspondants au sommet du pic chagrephique relatif a I'élution de

I’échantillon :

Tableau 13 : Estimation des masses moléculaires des arabinoxylanes extraits et

commerciaux, par HPSEC sur colonne Aquagel OH-60.

Nature des AX Tren min MM moyenne en Da
Mais AXcom 10,774 270 000
) AXprut 10,910 187 000
Blé
AXpurie 10,931 177 000
AXprut 10,889 197 000
Seigle
AXpurie 10,982 155 000
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Le pic chromatographique relatif & I'élution de gha type d’AX recouvre une plage de
temps de rétention d’environ 3min, traduisant uadef amplitude de la distribution des
masses moléculaires, allant de plus de*kD@& & moins de 50 kDa.

En conclusion, I'application des traitements deagidication et d’extraction alcaline
aux sons de blé et de seigle, conduit aprés patiific & deux fractions arabinoxylanes de
composition voisine et sensiblement différente didecde la source commerciale issue de
mais. Cette difference est aussi constatée au wnidea masses moléculaires moyennes

estimées, celle la fraction A, étant supérieure a celles des extraits obtentlabauatoire.

II Hydrolyse des arabinoxylanes en

arabinoxylooligosaccharides

La mise en place puis l'optimisation d'un procéd@ydrolyse d’arabinoxylanes
purifiés, ou commerciaux, en arabinoxylooligosaccles (AXOS) d'intérét prébiotique

potentiel a nécessité le choix d’'une méthodolog@@priée pour son suivi.

IT 1 Mise au point de la méthode de suivi d’hydrolyse

Le critere que nous avons choisi pour suivre cpialement et quantitativement
I'hydrolyse des arabinoxylanes est I'évolution dedlstribution des masses moléculaires des
oligosaccharides engendrés. Pour cela, nous avopge la chromatographie liquide haute
performance d’exclusion moléculaire sur gel. Lehtegue HPSEC, couplée a une détection
réfractométrigue ou a diffusion de lumiére décntages 207 du chapitre Matériels et
méthodes, permet de qualifier et de quantifierplexluits d’hydrolyse séparés sur le critére
masse moléculaire. La zone de fractionnement lieés colonnes Aquagel OH-30 utilisées

dans ce but est comprise entre 30 000 et 200Da.
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Afin de réaliser l'analyse qualitative et quantitatde la distribution des tailles, le
systeme chromatographique est étalonné a l'aidaatgqueurs de masse moléculaire dont la

nature et les domaines de temps de rétentigrsont indiqués dans tableau 14:

Tableau 14 : Nature, masse moléculaire et temps de rétentions des marqueurs utilisés pour
I'étalonnage de la colonne HPSEC Aquagel OH-30.

DOMAINE DE DOMAINE DE
NATURE DU MARQUEUR MM EN DA T EN MIN IDENTIFICATION
N P1 : polymeres de
Arabinoxylane de > 30000 %5a11,0 haute masse
mais < 30 000 11,0 4 15,5 P2: .polymeres de
faible masse
. N . 01 : oligomeres
Inuline =10 000 15,53 18,4 10 < DP < 60
Fructooligosaccharides . R 02 : oligomeéres
RP O5 de 1500 a 300 18,4 a 19,5 DP < 10
Xylose et arabinose 150 19,5a 21,0 M : monomeéres

Un mélange étalon de maltooligosaccharides a audsi teste, le profil
chromatographique est présenté en annexe 1.

La zone d’élution correspondant aux polyméres ebtisisée en deux sous-fractions
identifiées P1 et P2 :

* P1 correspond aux polysaccharides non retenus paphdae stationnaire, donc de

masses moléculaires supérieures a 30kDa, ce qeispand a la limite d’exclusion de
la colonne.

» P2 correspond aux polysaccharides faiblement reteshws, les masses moléculaires
sont comprises entre 30 000 Da et 10 000Da.

La validité de I'étalonnage, pour l'application &agée, dépend étroitement de la
structure des solutés marqueurs de masse utiitéexclusion moléculaire sur gel, ce n'est
pas la masse moléculaire mais le volume occupéaparolécule en solution dans la phase
mobile qui détermine son aptitude a diffuser demaplus ou moins importante au sein des

pores de la phase stationnaire. Dans ces conditmmscomprend aisément qu'a masses
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identiques, des oligosaccharides linéaires et r@mfeuvent présenter des temps de rétention
différents, ce qui rend linterprétation du chroogtamme délicate. Ainsi, considérerons
nous, les valeurs de masses moléculaires détersnigaartir de I'étalonnage, seulement
comme des estimations, qui permettront toutefoisbi® visualiser 'avancement de la
réaction d’hydrolyse des arabinoxylanigure 11.

Signal
détecteur

3300 ™

3000

Xylose
/

2700

2400- FOS RP95

2100
1800 AXCO m
1500

1200 Inuline

900 \
600
300
: min|
10.0

o
0.0 50 150 200 25.0 30.0

Temps de rétention en minutes

Figure 11 : Profils chromatographiques des marqueurs de masse utilisés pour

I’étalonnage de la colonne Aquagel OH-30.

L’analyse quantitative est réalisée sur la baskedploitation du signal du détecteur a
diffusion de lumiere, DDL, ou evaporative light #eang detector ELSD. Celui-ci autorise la
guantification des familles moléculaires éluéessd@s domaines de temps de rétention
indiqués dans leableau 14 La coélution des sels et des solutés organigedaibles masses
moléculaires, tels que les monosaccharides, estesbuun probléme perturbant la
guantification de ces derniers. Grace a la misesamre du DDL et du caractére volatil de la
phase mobile, tampon acétate d’'ammonium 50mM, affrahchit de I'interférence des sels
lors de la détection des monosaccharides, ce qaeraif pas permis un réfractometre
différentiel.

La réponse du détecteur a diffusion de lumiéreagction de la quantité de matiere

n'est pas linéaire, elle est traduite par la refasuivante :
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A=a m”
ou A = aire du pic correspondant a I'élution des solutisaés

m = la masse de soluté déposée sur la colonne

a et = coefficients dont les valeurs dépendent, pow t@mpérature d’évaporation
donnée et constante pendant I'analyse, de la tdke gouttelettes dans le nébulisat, de la
nature et de la concentration des solutés (CHARLE®WH 1978, STOLYHWO 1984,
DESCHAMPS 2002).

En conséquence, le coefficient de réponse du DDbpem# pour un soluté
oligosaccharidigue donné, de sa structure (linéae ramifiée) et de son degré de
polymérisation. Aussi, avons-nous reéalisé un étage du deétecteur pour chacun des
marqueurs de masse définis précédemmenttdbifeau 14. La réponse du détecteur en
fonction des quantités injectées est linéariséatiisant une représentation en coordonnées

logarithmiquesfigure 12 ci-dessous :

XyI FOS RP95 AXcom
y =1,4278x - 0,11 y =1,4595x - 0,1927 y =1,5323x - 0,6073
R? = 0,9995 R?=0,9983 R2 =0,9991
3,50 -
3,00 -
2,50
o 2,00
£
D [ ]
S 150
1,00
0,50 -
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,50 0,70 0,90 1,10 1,30 1,50 1,70 1,90 2,10 2,30 2,50

Log masse déposée sur colonne HPSEC Aquagel OH-30

Figure 12 : Etalonnage du DDL a I'aide des différents marqueurs de masse moléculaire :
AX.om, Inuline, FOS RP95 et Xylose. Les quantités déposées, m, de chaque marqueur sont

comprises entre 5ug et 200ug.

L’exploitation des données graphiques conduit taltkssement d’'une équation reliant
l'aire du pic d’élution a la masse de solutés dapxharidiques élués, pour chacune des 5
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familles moléculaires que I'on souhaite quantiiercours de I'hydrolyse des arabinoxylanes.

Les résultats sont présentés danaldeau 15 ci-apres :

Tableau 15 : Etablissement de la relation entre I'aire du pic chromatographique et la quantité
de soluté élué.

Famille moléculaire dosée Relation A = f(m)
P1 Polysaccharides de hautes masses L5323
A (P)=0,2470xm~
P2 Polysaccharides de faibles masses
o1 Oligoméres : 10 < DP < 60 A (O1) = 0,3890x m**5"®
02 Oligomeres : DP < 10 A (02) = 0,6417xm"*%
M Monomeres A (M) =0,7762x m***™®

Avec A = aire du pic chromatographique, en unitBiaire ; m = masse ou quantité de soluté éluépgn

Cet outil analytique, rapide est bien adapté auwisgualitatif et quantitatif de

I'hydrolyse des arabinoxylanes afin de produiredesbinoxylooligosaccharides recherchés.

IT 2 Hydrolyse des arabinoxylanes

La production d'oligosaccharides de faible DP, atipal’arabinoxylanes, nécessite
d’hydrolyser un nombre suffisant de liaisons osieg diverses, incluant a la fois celles du
squelette linéaire de xylanes, liaisons de fypet, et celles des ramifications, principalement
de types31-2 etf31-3. Le clivage de ces liaisons peut étre obtehlissue d’un traitement a
chaud en milieu acide on bien en présence de sataly biologiques spécifiques, telles que
des xylanases et des arabinases. Ces deux appractiegtre abordées dans les paragraphes
suivants. Dans tous les cas, on cherchera a déerrtés conditions expérimentales qui
permettent de concilier un rendement élevé de mtamtu d'oligosaccharides, 2 < DP < 10,

sans libération concomitante de monosaccharides.

[ 2 1 Hydrolyse chimique

Pour ce qui concerne I'hydrolyse chimique, on net pas parler de spécificité au sens

propre du terme. Le clivage de la liaison osidicere présence d’acide minéral ou organique
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et a chaud, dépend essentiellement de la staldilitdien covalent dans les conditions
opératoires imposeées.

Dans le cadre de notre problématique, nous soutsitdtenir une déstructuration
importante des polymeres arabinoxylanes, sans ftisiten altérer irréversiblement la
structure des oses constitutifs. Cet impératif iqu# de choisir des conditions opératoires
douces, compatibles avec une absence de destrusélattive des résidus osidiques
constitutifs. Pour satisfaire cette condition, noagons choisi d'utiliser un protocole
expérimental déja mis en ceuvre pour I'hydrolysedaaile fructanes (POLLOCK 1979,
HEYRAUD 1984, WOLF 1975, SUZUKI 1968). En effet,rpa les oses constitutifs des
polysaccharides, le fructose est I'un des plusiltaga dégradation étant aisée en milieu
acide. Le premier essai est conduit a 60°C, enepoésd’acide trifluoroacétique, TFA, a
0,5M. L'avancement de I'hydrolyse des A% de mais, ou des Axir de blé et de seigle a
10mg.mL*, est suivi par HPSEC sur colonne Aquagel OH-3Gs tésultats sont illustrés
figure 13:

Signal

détecteur
A

'
15,5 18,4 19,5 121,0 25

Temps de rétention en minutes

Figure 13 : Suivi cinétique de I’hydrolyse acide de AX.,, de mais par HPSEC et

détection réfractométrique.
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Figure 14 : Suivi cinétique de I’hydrolyse chimique des AX, par HPSEC et détection

réfractométrique : a) AX.,m de mais, b) AX,,r de blé et c) AX,,.ir de seigle.
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Remarque : l'utilisation du détecteur a diffusialdmiere sera systématique seulement
dans le chapitre suivant, ou la quantification [m@&cde chaque famille moléculaire est
indispensable.

Au cours de cette premiéere approche expérimentlégdrolyse des arabinoxylanes,
purifiés ou commerciaux, nous avons utilisé unctéte de type réfractometre différentiel, en
aval de la colonne. L'évaluation des proportions dhfférentes familles moléculaires
d’intérét est traduite en considérant seulemendiles des pics chromatographiques relatifs a
leur élution. Les résultats, exprimés en airedivga par la relation ci-dessous, sont présentés
figure 14a 14b et 14c

aire du pic d'élution de la famille considérée 200
- X
aire totale du chromatogamme

rel

Quel gue soit le substrat soumis a I'hydrolyse ecal cours de la premiére heure
d’'incubation, on constate une rapide diminutionladraction polysaccharidique de haute
masse moléculaire, fraction P1, avec une apparitmcomitante de polymeres de masse
inférieure a la limite d’exclusion de la colonneyrespondant a la fraction P2. La deuxiéme
phase du processus d’hydrolyse acide entre 1h, ete8inaduit par la libération prépondérante

de deux familles moléculaires :
» des arabinoxylooligosaccharides de DP compris dffitret 60, identifies O1
> des monosaccharides, notés M

Dans de telles conditions, la représentativité digosaccharides d'intérét, de DP
compris entre 2 et 10, reste constante et trédfisesote. Un accroissement de la température
d’hydrolyse de 60°C a 80°C accentue la productian rdonosaccharides de facon
significative, figure 15. Dans la limite des comaliis expérimentales testées, il semble qu’il
ne soit pas possible de concilier la productiorrabaoxylooligosaccharides de faible DP,
avec un rendement éleve, et I'absence ou la félieation de monosaccharides, comme en

atteste Idigure 15.
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mP1 P2 o1 m 02 =M

80% -
60% -

40% -

Aire relative

20% -

0% +

Composition initiale 1 heure 3 heures 2 heures

TFA 0,5M 4 80C TFA 0,5M & 60T

Figure 15 : Effet de la durée et de la température sur la distribution en taille des

produits d’hydrolyse des AX.,,, estimée par HPSEC sur colonne Aquagel OH-30.

Toutefois, dans ce processus de dépolymérisatibi,diu cours duquel, pour un acide
donné, on peut influencer I'avancement de la réacti’hydrolyse en agissant sur la
concentration en acide, la température et la ddweaitement, il apparait nécessaire d’avoir
recours a une approche rationnelle telle que dellplan d’expériences pour définir, parmi les
multiples combinaisons possibles entre les troiamatres cités, celle(s) qui permet(tent), au
mieux de s’approcher des objectifs fixés. Cela abadé au chapitre IV.

Il 2 2 Hydrolyse enzymatique

IT 2 2 1 Choix des enzymes et contrbdle des activités

Trois xylanases d’origines différentes ainsi qu’'warabinase ont été mises en ceuvre
individuellement ou en combinaison pour hydrolyses arabinoxylanes. Celles-ci sont
identifiées XS, XL, XM et AM, leurs principales eatéristiques sont indiquées pages 189 du

chapitre Matériels et méthodes. Afin de normallesressais d’hydrolyse enzymatique, nous
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avons contrélé la pureté et mesuré l'activité déferéntes préparations commerciales de

xylanases. Pour I'arabinase AM, seule sa pureté echtrolée.

Les conditions expérimentales pour I'analyse deuieeté par électrophorese sur gel de
polyacrylamide en conditions dénaturantes ainsippue le contrble de I'activité glycolytique
sont indiquées respectivement pages 214 et 18halpitee Matériels et méthodes. L'unité
d’activité, UE, est définie comme la quantité d'eymz qui libere 1umole équivalent xylose,
dosable par la méthode de LEVER (1972), spécifapgesucres réducteurs, par minute dans
les conditions du test & pH 5 et T = 40°C. Leslté®musont présentéableau 16:

Tableau 16 : Caractéristiques des xylanases utilisées au cours de I'étude.

. . . Activité
Symbole Origine Fournisseur UE.mg™ de solide lyophilisé
XS fongique Sigma 72

( Trichoderma viride)

XL Non communiquée Lyven 3,5

Fongique ( 7Trichoderma

longibrachiaturm) Megazyme 100

L’activité de la préparation industrielle de xylaeaLyven, XL, est 20 a 30 fois
inférieure a celles des xylanases Sigma, XS, etdgl@ge, XM. L'analyse électrophorétique,
figure 16, indique la présence d’'une protéine identiqueést majoritaire a MM= 19,5 kDa
pour les préparations XS et XM. La masse estiméeresccord avec celle publiée dans la
littérature pour les xylanases @echodermapar YAGUCHI (1992). En ce qui concerne la
préparation industrielle XL, le taux de protéinemtaminantes est tres supérieur a celui
observé pour XS et XM et justifie la plus faibldigité mesurée pour cette enzyme. De plus,
aucune bande protéigue n’apparait dans la zoneadearéquivalente a celle des xylanases
Sigma et Megazyme, ce qui tendrait a prouver quglyleosidase industrielle est différente
des deux précédentes. Lors de la mis en ceuvre miBgmes pour I'hydrolyse des
arabinoxylanes, nous tiendrons compte des diff@®dtactivité mesurées afin de travailler a
concentration en xylanases identique, expriméeEmU™ de milieu réactionnel, au cours de

chaque essai.
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Figure 16 : Analyse par électrophorése sur gel de polyacrylamide a 12%, des

différentes préparations enzymatiques utilisées pour I’hydrolyse des AX.

La préparation d’arabinase produite pAspergillus niger commercialisée par
Megazyme, présente un degré de pureté élevé aasactgar la bande de protéine trés
majoritaire de masse moléculaire estimée a enBrbkDa, en accord avec les observations
de Van der VEEN (1991).

IT 2 2 2 Hydrolyse enzymatique des arabinoxylanes

Les essais d’hydrolyse enzymatique sont réalisés ¢ conditions expérimentales
définies pages 196 du chapitre Matériels et méthdde concentration en enzyme est fixée a
0,2 UE.mL* de milieu réactionnel. Lorsque plusieurs xylanas®# utilisées simultanément
pour dégrader les polysaccharides, les concentgate chacune d’entre elles sont également
fixées & 0,2 UE.mE. Au cours de certains essais, nous avons testécatebinaisons
xylanase/arabinase. Lorsque cette derniere enzgineise en ceuvre, sa concentration est
ajustée & 0,25 UE.miLen se référant & la définition de I'unité d’ad#vidonnée par le

fournisseur de 'arabinase.

79



- Chapitre Il Extraction, caractérisation d’'une fraon arabinoxylane et essais de dépolymeérisation -

Le suivi de I'hydrolyse est assuré par HPSEC slwrce Aquagel OH-30 dans des
conditions identiques a celles décrites pour leisté I'hydrolyse acide (cf. Il 2 1). Les
AXcom de mais, sont utilisés en tant que substrat & 10y les résultats sont illustrés

figure 17 ainsi qu’enannexe 2

Signal détecteur

mv

1000
900+
800
700+
600
500
400
300+
200+

100+

1 1 | min
-100- T T T T T T T T T
0.0 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0 18.0 21.0 24.0 27.0 30.0

Temps de rétention en minutes

Figure 17 : Suivi par HPSEC de la distribution des masses moléculaires des AX,, de

mais au cours de I’hydrolyse par la xylanase XL.

La dégradation enzymatique du substrat est trageknapres 48h d’incubation avec la
xylanase XL. Les mémes observations sont faitex s deux autres préparations de
xylanases. L’enzyme industrielle XL engendre |&iddiion de monosaccharides, ceci peut
étre attribué a la présence d’exo-glycosidasesanuinantes dans la préparation commerciale
utilisée. Aucune des trois enzymes utilisées sautgyendre la libération d’oligosaccharides
dans le domaine de taille souhaité : 2 < DP < Idutds ces observations nous ameénent a
conclure que le substrat dans son état purifiéefioent ramifié (0,6<A/X<1), est peu
accessible aux xylanases. Des essais complémentaipiiquant 'utilisation simultanée de
plusieurs xylanases avec ou sans addition d’arabirmt été réalisés. Les résultats sont

présentésigure 18 :
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mP1l P2 o1 m 02 mM
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hydrolyse
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AXcom XS XL XM XS+XL XS+XL+AM
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Figure 18 : Hydrolyses d’AX.,m de mais par différentes combinaisons enzymatiques,
les proportions de chaque famille moléculaire, déterminées par HPSEC, sont exprimées

en aire relative.

Méme si lI'on atteint une dégradation compléte dilymere dans son état natif,
caractérisé par la disparition du pic d’élutionregspondant au volume mort de la colonne
HPSEC, aucune des combinaisons enzymatiques temtéanduit a la production d’AXOS
de 2 < DP < 10, avec un rendement intéressant. Banwilleur des cas, la combinaison
XS+XL+AM engendre la formation d’environ 13,4 % K®S dans le domaine de degré de

polymérisation d’intérét.

En conclusion, il apparait difficile de produirearnd les conditions fixées, des
oligosaccharides de DP inférieur a 10 avec un maedéimportant. Chaque xylanase, utilisée
seule, possede une activité faible vis a vis dustsab AX.om issu de mais. La plus
performante d’entre elles reste I'enzyme XL, bieme gcelle-ci engendre la plus forte
libération de monosaccharides. L'ajout de I'arahinanosidase dans le milieu réactionnel,
dans le but déliminer les ramifications sur lesaicles principales de xylanes et donc
d’augmenter l'accessibilité des sites de clivage xiganases, ne permet pas d’améliorer ce
résultat. On peut conclure ici, que la nature netatent complexe, hautement substituée, des

arabinoxylanes purifiés de haut poids moléculaseit limitante pour leur hydrolyse
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enzymatique. En effet, les xylanases inopérantelesirAX, hydrolysent rapidement un

substrat linéaire non ramifié tel que le xylanen@ee figure 19 :

Signal détecteur
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t = 120min

300,007
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100,007
50,00

0,007

-50,007

100 200 300 400 500 600 700 800 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00 1500 16,00 17,00 18,00 19,00
Temps de rétention en minutes
Figure 19 : Suivi cinétique de I’hydrolyse de xylane linéaire de hétre par la xylanase

XS. Les concentration en enzyme et en substrat sont respectivement de 0,2 UE.mL™* et

10mg.mL™.

L’accroissement du rendement de production d’obgobarides de 2 < DP < 10 a partir
d’AX n’est pas significatif lorsque I'on multiplipar 10 la concentration en enzyme (résultats
non présentés). Afin de surmonter les difficultéscontrées, il est nécessaire d’augmenter
'accessibilité des liaison® 1-4 des AX aux xylanases. Un prétraitement physigtABEL
2002a) ou chimique des substrats macromoléculpeas engendrer une déstructuration des
polyméres compatible avec une attaque enzymatidteriewre. Nous allons vérifier

expérimentalement la validité de cette approche.

I 2 3 Combinaison d’hydrolyses chimique et enzymat ique

L’attaque directe des arabinoxylanes, soit a cherudnilieu acide dilué, soit par des
biocatalyseurs, ne permet pas d’aboutir a la proolua’oligosaccharides de faible degré de
polymérisation. Le probleme inhérent a I'hydrolysieimique réside dans le contréle du
procedé. Il apparait difficile de concilier la dépoérisation des A¥uit ou AXcomen AXOS
de faible DP sans une libération importante de reaocharides. De plus, les polysaccharides
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extraits de sons de blé, de seigle et de mais g@ssdes structures hautement ramifiées qui

leur conférent une grande résistance a I'actiorgtiemhydrolases utilisées.

Pour toutes ces raisons, la combinaison des dewesnd’hydrolyse a été envisagée
comme une solution probable pour la production d¥ Lors d'une premiére étape
'hydrolyse chimique douce doit déstructurer lesabémoxylanes, augmentant ainsi
'accessibilité des sites de clivage aux xylanasesrabinases mise en ceuvre dans une
deuxieme étape. Les différentes combinaisons deerrant chimique puis enzymatique

testées sont reportées dantaldeau 17suivant :

Tableau 17 : Liste des combinaisons hydrolyses chimique puis enzymatique testées.

Référence de I'essai _Conditions. dL_u Conditions d’_hydrolyse

traitement chimique enzymatique*

1 TFA 0,5M, 80°C, 1h XS + XL pendant 48h

2 TFA 0,5M, 60°C, 2h XS pendant 48h

3 TFA 0,5M, 60°C, 2h XL pendant 48h

4 TFA 0,5M, 60°C, 2h XL pendant 110h

5 TFA 0,5M, 60°C, 8h XS pendant 48h

6 TFA 0,5M, 60°C, 8h XL pendant 48h

* - les concentrations de chacune des enzyme b@misfa 0,2 UE.mt de milieu réactionnel.

L’étape d’hydrolyse chimique est réalisée seloprtgocole décrit page 196 du chapitre
Matériels et méthodes, sur un A&X de mais. A l'issue du traitement, le TFA est éiépar
deux cycles de lyophilisation. Le résidu sec obtesti solubilisé dans un tampon acétate
d’ammonium, 50mM pH 5, équilibré sous agitation @°@, puis les xylanases sont

additionnées au milieu réactionnel.

L’évolution de la distribution des familles moléaires P1, P2, O1, O2, et M définies
précédemment est suivie par HPSEC, couplée autdetecfractométrique. Les résultats

sont illustrédigure 20 etfigure 21.
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Signal détecteur

mv
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50 Aprés étape 1
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300+

150

-100 . ; : , , 3 ; ! : min
0.0 30 6.0 90 120 15.0 18.0 210 24.0 27.0 30.0

Temps de rétention en minutes

Figure 20 : Suivi par HPSEC de I’évolution de la distribution des masses des
produits d’hydrolyse des AX apreés :
étape 1 (TFA 0,5M, 60°C 2h) puis étape 2 (XL pendant 110h)

P2 mOl mO2 M
100

H Pl
80 - I l
60 4
40
20

Aire relative en %

Apres TFA Essai 1 Apres TFA  Sans TFA Essai 2 Essai 3 Essai4  Aprés TFA Essai 5 Essai 6
0,5M 80C 0,5M, 60C XL 48h 0,5M, 60C
1h 2h 8h

Figure 21 : Effet de diverses combinaisons d’hydrolyses chimique puis enzymatique

des AX_., issus de mais, sur la distribution en taille des produits de la réaction.

La production d’arabinoxylooligosaccharides de l&aiteegré de polymérisation, a partir
des extraits de blé, seigle ou mais, est renddieildifdu fait de la complexité des substrats
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utilisés. Une hydrolyse directe des polysaccharigae®lle soit chimique ou enzymatique, ne
permet pas d'atteindre les objectifs fixés. Partregria combinaison de ces deux modes de
dépolymeérisation d’AXui donne des réesultats encourageants. Méme si leememts de
production d’oligosaccharides de DP compris entret 20 (O2) ne sont pas suffisants, on
constate qu’en combinant un traitement par le TEAN, a 60°C pendant 2h) suivi d'une
hydrolyse par la xylanase XL, pendant 110h, larithigtion des familles moléculaires évolue
dans le sens souhaité. On observe une augmentitiorfacteur 4,5 de la famille O2 sans
accroissement simultané des monosaccharides. Uromstat incite a explorer de maniere
plus rationnelle ce double processus hydrolytigDempte tenu du nombre important de
parametres qu’il est possible de faire varier pamdre maximale la libération d’AXOS de
faible DP, il est apparu opportun de mettre enelan plan d’expériences pour aborder

I'optimisation du procédé. Cette approche va ééneetbppée dans le chapitre suivant.
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|
Classement des résultats d'essais du simplexe initial
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Figure 22 : Représentation de la recherche d’un optimum par la méthode du simplexe,

d’aprés Louvet 2005.
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L’approche consistant a produire directement lesO&Xa partir d’AX, a lissue d’un
traitement d’hydrolyse unique, soit enzymatiquet sthimique, conduit a des résultats non
satisfaisants tant au niveau qualitatif que quatititCe constat nous a amené a envisager la
combinaison de ces deux modes d’hydrolyse pourym®des oligosaccharides d’intérét. Les deux
processus d’hydrolyse ne peuvent étre conduitssgoeessivement, compte tenu de la dénaturation
des biocatalyseurs dans les conditions requises Ipotraitement chimique acide. L’'ordre dans
lequel doivent se succéder les deux étapes d’hyglralécoule logiguement de I'étude présentée au
chapitre précédent. Un premier traitement de natbimmique doit engendrer trées majoritairement
des oligomeres qui constitueront les futurs sutsstlas glycosidases mises en ceuvre au cours du

second traitement et ceci sans apparition concatsidune trop forte proportion de monomere.

L’optimisation de ce double processus de transftiomales AX en AXOS implique la prise
en considération d’un nombre considérable de pdraméouvant influencer la qualité des

résultats. Des lors, plusieurs démarches ratioemettonduisant a cette optimisation sont
accessibles :

» Les méthodes directes : convergence séquentigeweoptimum local, utilisant la
méthode du simplexe. C’est une méthode de progreggomeétrique basée sur un
classement des résultats d’essais (SPENDLEY W.,1962DER J.A. 1965). Elle
représente une approche simple, modulable et éweluatais relativement longue,
nécessitant beaucoup d’essais, et ceci d’autast quie le point de départ se situe
loin de I'optimum (cffigure 22 ci-contre).

» Les méthodes indirectes qui consistent a postulgriori un modele pour explorer
un domaine expérimental. Dans ce cas, la tailldainaine, le nombre de parametres
étudiés ainsi que le type de modéle choisi permettestimer avec une incertitude
minimale les coefficients propres a ce modele amse les réponses qui en
découlent, une réponse étant une grandeur mesutpblepermet d’apprécier
I'évolution du processus. L'interpolation, a padit modéle obtenu, nous renseigne
sur les choix possibles des réglages des différparmmeétres pour atteindre
'optimum de fonctionnement visé. La démarche qomsiste a réaliser plusieurs
essais successifs dans des conditions prédétesnpuée la construction d’'un tel

modéle, reléve de la méthodologie des plans d’éxpees.
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bY

Cette derniere approche nous a semblé étre la maslaptée a notre problématique
d’optimisation du fait du nombre restreint d’essaiséaliser, tout en garantissant une incertitude
minimale sur les réponses prédites. Cette appra@ié menée en utilisant I'arabinoxylane de mais

commercial.

I Définitions et approche théorique

Dans un domaine expérimental défini, on attend e’'ceimpagne d’essais qu’elle donne acces
a des valeurs de réglage pour les différents paramehoisis permettant d’atteindre un optimum de
fonctionnement du processus étudié. Ces valeuteyares, ou niveaux, peuvent étre déterminés
grace a la construction puis a I'analyse d’'un medBlans cette approche les modeles choisis sont
essentiellement des modéles polynomiaux du secegeedLeurs coefficients sont estimés a l'aide
de la méthode des moindres carrés appliquée alysnale la variation des résultats d’essais
(MYERS R.H. 1995).

La construction d’'un plan d’expériences nécesaitgefinition de 4 éléments :

> les objectifs de I'étude (optimisation d’'un proaessou étude de l'effet des

facteurs)
la nature du domaine expérimental,
la nature du modéle (additif ou polynomial),

la méthode d'analyse des résultats (simple congmraide moyennes

arithmétiques ou méthodes des moindres carres).

Le domaine expérimental est défini par 'amplitudke variation de chacun des parameétres,
dénommés facteurs, qui interviennent dans le phénerétudié. Lorsque ce domaine est défini, par
sa nature et sa taille, il est raisonnable de pegsen son sein, la variation des réponses est
continue et a dérivée continue. Or d'un point de wvoathématique, il est toujours possible
d’adopter au voisinage d’'un point (le centre du doma) un développement limité qui s’exprime
sous la forme d'un polyndme. De maniere générateprobleme d’optimisation nécessite un
polyndme de degré au moins égal a deux ; en reeafictilisation d’'un polyndme de degré plus

élevé engendre, par nature, un nombre plus impgadacoefficients p (cf. équation E 1) a estimer
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et donc entraine la multiplication des essais ksg¥aDe ce fait, il est communément admis qu’un
polyndme du second degré est un bon compromisypmipremiere modélisation.

(k +d)!

E1 p-= ad

k étant le nombre de facteur et d le degré du @oha

Il est important de rappeler ici qu'un modéle eglément un propagateur d’incertitudes. La
disposition particuliere des expériences au seinl@uaine expérimental, permet de garantir une

propagation minimale des incertitudes lors dellsdtion du modele polynomial d’interpolation.

Pour qu'un plan d’expériences, construit en N essiit optimal par rapport au phénoméne
étudié, il doit répondre a trois criteres :

» L’incertitude sur les prévisions réalisées a pattir modéle doit étre du méme ordre de
grandeur que les incertitudes expérimentales céestaur les N essais réalisés. Ce critere,
guantifié par I'efficacité-G (General variance)jtdtre maximal.

* Le nombre N d’essais doit étre le plus proche bssle p, tout en respectant les exigences
economiques, ce qui se traduit par une valeur efécacité-R (redondance) qui doit étre
maximale.

» Dans toutes les directions et pour une distanca@mpar rapport au centre du domaine, il
faut que l'incertitude propagée par le modéle soitstante (isovariance par rotation).

Il nN'est pas possible de satisfaire ces 3 critesiesultanément. Or, d’'un point de vue
historique, plusieurs auteurs (BOX 1951, 1960, DQERT 1970) ont proposé des solutions

permettant différents compromis entre ces troiei@s.

Le réseau uniforme de DOEHLERT (1970) constituaddlleur compromis économique pour
la définition des essais a réaliser, cet ensemtalet @ppelé matrice d’expériences. Ce type de
réseau permet la construction d’un modéle corredgnunaux criteres énoncés précédemment,

notamment I'isovariance par rotation, avec un nantionité d’essais défini par la relation :

E2) N =k*+k+1 voir tableau 18
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Tableau 18 : Nombre de coefficients p et d’essais N, fixés par le réseau de Doehlert pour un modéle

polynomial du second degré.

Nombre de Coefficients p a N essais a réaliser définis par
facteurs k estimer Doehlert

1 3 3

2 6 7

3 10 13

4 15 21

5 21 31

On peut constater ici, que dans le cas d'un polyn@mu second degré, a partir de deux

facteurs, le nombre N d’essais a réaliser estatnient supérieur a p.

La construction de ce réseau, basée sur la métdadsimplexe, consiste a disposer
uniformément les essais sur I'enveloppe du domaxpérimental : c’est un maillage régulier d’'une
hyper-sphere de rayon unitaire. Cette construcgpose uniquement sur des critéres géomeétriques.
De ce fait, ce type de réseau est relativementlsigponstruire, il peut étre translaté dans I'espa
expérimental sans perte de ses propriétés, toutoaservant la majeure partie des premieres
expeériences réalisées. Dans un domaine expérimemdéini par deux facteurs, il peut étre

représenté comme ci-dessous : |
P i Facteur X, (3 niveaux)

+1

Zone non explorée
expérimentalement

Cercle de rayon unitaire

: Simplexe
; initial

-1 i Point central S+l Facteur X,
(5 niveaux)

Figure 23 : Représentation schématique des essais a réaliser et définis par le réseau de

Doehlert avec 2 facteurs.
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Ses inconvénients majeurs sont d'une part liésaaguglril ne couvre pas les extrémités du
domaine expérimental. Le cercle est inscrit dansairé ce qui entraine, d’'une part, une incertitude
sur les réponses prévues plus grande pour les paimbns des niveaux estimés des facteurs aux
frontieres du domaine et d’autre part, un nombfi@mtint de niveaux pour les facteurs, ce qui n’est

pas toujours possible en fonction de la précisifedr réglage.

II Application a I'optimisation de I’'hydrolyse chimique :

processus n°1

Pour réaliser cette étude, nous avons construgilam d’expériences, en utilisant un réseau
uniforme de Doehlert a trois facteuts £3) pour répartir les essais dans le domaine. B=&pr

'équationE 2, un tel réseau impose un nombre N d’essais &et¢agale a 13.

Le type de modéle choisi est un polynéme du sedeqdé (=2) de la forme :

n=a,*a X, +a,Xx,+a;Xx;,
E3) +a1-1X12+az-2X22+0'3—3X§

+ a1—2X1X2 +al—3xlx3 +a2_3X2X3

Dans notre cas, nous avons trois facteurs, le rmmtbe coefficients a estimer est donc égal a
10 (cf.E 1etE3). La condition nécessaii> p est bien respectée.

IT 1 Définition du domaine :

La nature de I'acide étant fixée (TFA, cf. Chapitres Il 2 1), I'hydrolyse chimique peut étre
pilotée par plusieurs facteurs telles que la comagan en acide, la température et la durée de
I'hydrolyse. Tous ces facteurs sont quantitatifgjépendants les uns des autres et a variation

continue. Le domaine expérimental est défini entdéint 'amplitude de variation de chacun d’eux.
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Le tableau 19indique les amplitudes de variation que nous awEsies, en se basant sur les

expériences décrites au chapitre précédent.

Les valeurs supérieures des bornes du domaineimguial sont choisies afin de concilier
une durée et une température de traitement norsgixes, afin de garantir I'intégrité des produits
engendrés. On remarque ici que les inconvéniedgsalil’utilisation du réseau de Doehlert ne sont
pas limitants : les extrémités du domaine ne sastges zones que nous chercherons a explorer
pour les raisons cités ci-dessus. De plus, chaegnfatteurs peut étre ajusté précisément sur la

plage de variation établie.

Pour des raisons d’homogeénéité d’unité et de stdigidion, on utilise une transformation
mathématique bijective pour définir les niveauxcds facteurs dans un espace mathématique borné
(entre -1 et 1) et adimensionnel. Cette transfaomagst indiqguée dans tableau 19 ci-dessous,

pour chaque facteur.

Tableau 19 : Définitions des facteurs, de I'étendue de leur domaine de variation

et de la transformation bijective utilisée.

. Domaine de Transformation
Facteur Notation oo L
variation bijective
Concentration en TFA U 0131 « = U,-055
(mol.L™? ' @ ! 045
. . U,-55
Duree d’hydrolyse (h) U, 1a10 X, =4—5
. N U,-60
Température (°C) Us 40 a 80 X, =32—O

De cette maniéere, tous les facteurs étant ainssfoamés, le domaine expérimental peut étre

représenté sous la forme d’un cube dans lequeinstsre une sphérdigure 24.

94



- Chapitre Il Optimisation de la production d’AXQ8se en ceuvre d’une approche par plans d’expéees -
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Figure 24 : Représentation schématique du domaine expérimental.

II-2 Matrice d'expériences

Dans un tel domaine, le réseau uniforme de Doelgegtédemment défini, répartit les essais
de la maniere suivantégableau 203 ce qui correspond aux essais a réaliser dansoleditions
reprises dans l@bleau 20h La figure suivante est la représentation graphidel cette disposition

particuliere des essais.

Les treize essais définis danddbleau 20bont été réalisés. Afin de rechercher les condition
optimales du processus n°1l d’hydrolyse chimiquejsnavons défini 3 réponses sur la base de

I'exploitation des profils HPSEC, avec détectionlDBbtenus pour chacun de ces essais.
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Tableau 20 : a) Matrice d'expériences d’aprés le réseau uniforme de Doehlert a trois facteurs dans
I'espace mathématique.

b) : Valeurs réelles des conditions opératoires apreés transformation bijective.

a) b)
Essai X, X> X3 Conc Durée Temp
1 1,00 0,00 0,00 1,00 6,00 60
2 -1,00 0,00 0,00 0,10 6,00 60
3 0,50 0,86 0,00 0,77 10,33 60
4 -0,50 -0,86 0,00 0,32 1,67 60
5 0,50 -0,86 0,00 0,77 1,67 60
6 -0,50 0,86 0,00 0,32 10,33 60
7 0,50 0,28 0,82 0,77 7,44 80
8 -0,50 -0,28 -0,81 0,32 4,56 40
9 0,50 -0,28 -0,81 0,77 4,56 40
10 0,00 0,57 -0,81 0,55 8,88 40
11 -0,50 0,28 0,81 0,32 7,44 80
12 0,00 -0,57 0,81 0,55 3,11 80
13 0,00 0,00 0,00 0,55 6,00 60
Température

=

Figure 25 : Représentation graphique du domaine expérimentale et positionnement des

essais définis par le réseau uniforme de Doehlert.
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Le tableau 21 suivant indique les définitions, notations, eteaalifs pour chacune des

réponses
Tableau 21 : Définition des réponses et des objectifs visés pour chacune.
Réponses Notation Définition Objectif
Teneur en Rapport de la surface de pic, entre 9,5min
polymeres Yy et 11min, et l'aire totale du Minimiser
résiduels chromatogramme, en %
Teneur en Rapport de la surface du pic entre
Y, Minimiser
monomeres libérés 19,5min et 21min, en %.
Estimation a partir du temps de rétention
Taille de au barycentre du massif correspondant a )
oligosaccharides Y3 I"élution de la fraction oligomérique, en Cibler
minutes.

Les résultats obtenus pour les 13 essais de laicmaltexpériences sont repris dans le
tableau22:

Tableau 22 : Evolution des réponses pour chacun des essais de la matrice d’expériences issue de
I'utilisation du réseau de Doehlert.

Essai  Y:(%)  Y»(%) Ys(min)

1 0,07 50,79 15,88
2 7,61 11,40 12,40
3 0,01 55,51 16,64
4 20,51 6,20 11,90
5 4,08 16,19 12,63
6 0,09 44,81 15,32
7 0,00 97,69 18,16
8 19,59 7,51 11,91
9 3,88 17,39 12,58
10 1,41 24,12 13,07
11 0,00 80,09 17,99
12 0,00 71,19 17,84
13 0,01 38,08 15,03
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IT 3 Analyse des résultats

I 31 Analyse globale

L’analyse directe des résultats est toujours diffilorsque le nombre de réponses choisies est
important. On est alors confronté au probléeme depawaison multidimensionnelle. Afin de
faciliter cette analyse, il est nécessaire de toaneer les résultats bruts pour les exprimer dares u
unité commune. Pour ce faire, nous avons utilisg fdactions de désirabilité. Dans un premier
temps, il faut exprimer un indice de satisfactiofcdmpris entre O et 1) pour chacune des valeurs
des réponses obtenues et dans un deuxieme tenfpst flusionner, par un calcul de moyenne
géometrique, pour chaque essai, les indiges,cet ¢, relatifs aux trois réponses, ce qui permet de
définir un indice de satisfaction global dle I'essai. La comparaison des résultats du plan

d’expériences, sur la seule base des indices gtadniasi calculés devient alors plus aisée.

Le calcul de lindice de satisfaction peut étrelisade deux manieres : soit a l'aide de
fonctions a dérivé continue (HARRINGTON, 1965),td@ide de fonction a dérivée discontinue
(DERRINGER, 1980). Ces deux types de fonctions sgmésentéfigure 21 ci-dessous :

100% Objectif : maximiser -

75% ~

Derringer
- = = = Harrington

50% -

25% ~

Désirabilité individuelle (%)

0% -

Réponse Y

Figure 26 : Représentation graphique générale d’une fonction de désirabilité continue
(pointillé rouge) ou discontinue (trait plein bleu), en fonction de la valeur d’une réponse Y,

lorsque celle-ci doit étre maximisée.
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Sur cette figure, plusieurs valeurs particuliéresadréponse Y sont indiquées par :
L (lower) : limite basse de la réponse fixée patilisateur,
C : cible fixée correspondant a la valeur optintida réponse,

Une troisieme limite U (upper), correspondant dingite haute acceptée pour la réponse
(U>C), apparait lorsque I'on souhaite minimiser ui@onse.

Nous avons retenu la méthode a dérivée disconpoue sa simplicité de mise en ceuvre.
Dans ce cas, l'indice de satisfaction d peut sexpr de la maniére suivante en fonction des
objectifs de I'étude :

Tableau 23 : Evolution de lI'indice de satisfaction individuel en fonction de la réponse Y associée.

Objectif YsL L<Y<C C<Ys<sU U<y
-Y
Minimiser d=1 d=1 d=U— d=0
Uu-C
Y -L
Maximiser d=0 d=— d=1 d=1
C-L
Y -L -Y
Cibler d=20 d=— d=U— d=0
C-L Uu-C

Lorsque les fonctions de désirabilités individuglllg > et ¢ sont calculées, il est possible de
les fusionner en une désirabilité globajepdr la relation :

1

E 4) d, = (s xdy xde Jumw,

ou wy, W,, W3 sont les poids respectifs affectés aux réponsgsYY et Ys, représentant
'importance accordée a chacune d’elles par I'expéntateur.

Appliqué a notre problématique, le choix des limibasses @), hautes (Y, U, et ;) et des
cibles (G, C, ou G) pour définir les désirabilités individuelles mdlas aux réponses;YY; et Y3
est fonction de I'objectif que I'on souhaite atti@ : la teneur résiduelle en polymeéres)(¥oit

étre minimale, la libération de monomeres)(doit étre la plus faible possible et les temps de
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rétention au barycentre de la fraction oligomériggmultante (%) doit étre relativement élevé afin
de répondre a la nécessité d’'atteindre de faitdgséd de polymérisation.

Le respect de ces conditions nous a conduit aidédism bornes et les fonctions, d, et &
suivantes, indiquédableau 24:

Tableau 24 : Evolution des fonctions de désirabilités individuelles pour
chacune des réponses Y, Y, et Ya.

Réponse Objectif Y<L L<Y<C CsYsU u<y
C;=10% U; = 20%
Y Minimiser 20-Y.
' di =1 di=1 d, = L di=0
10
C, = 20% U, = 40%
Y, Minimiser 40-Y
d2=1 d2=1 d2= 202 d2=0
L= 15 C; = 16,5 Us; =18
min min min
Y3 Cibler
Y.-15 18-Y
d; =0 d, =2 d, = ! d; =0
3 3 15 3 15 3

Les représentations graphiques de ces fonctionsirsdiquéedigure 27 a, bet c ci-dessous

pourd, b etd:

a)

100%

75% -

d; 50% -

25% -

Y1

0%

0 5 10 15 20 25 100 %

C]_ Ul
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100%
75% -+
d, 50% -
25% -+
Y2
00/0 T T 1
0 10 50 100 %
c)
100% -
75% -
d; 50% -
25% A
Y3 min
0% T T T T )
12 13 14 19 20 21

Figure 27 : Représentation graphique des fonctions :
a) Désirabilité d, associée a Y, ; b) Désirabilité d, associée a Y, ;

c) Désirabilité d; associée a Ys.
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Les désirabilités de chacune des trois réponses éédinies, il devient possible de déduire
une désirabilité globale dpour chaque essai du plan d’expérientaisieau 25 Pour cela, nous
avons employé I'équatioB4, dans laquelle nous avons accordé un poids identgy réponses;Y
et Y2 (Wi =w, = 1), mais un poids beaucoup plus importang & = 5). En effet, les glycosidases
utilisées dans la deuxieme phase d’hydrolyse somtame nous l'avons montré au chapitre
précédent, peu actives sur des substrats de tailt@éculaires trop importantes. Il est donc
indispensable que le degré de polymérisation deduits issus de I'hydrolyse chimique, traduits
par le temps de rétention au barycentre du masdih draction oligomérique, soit bien adaptée au

traitement enzymatique ultérieur.

L’équationE 4 s’écrit dans notre cas :

1
S

E 4 d, =(d, xd, xd?)

Les résultats, présentés tbleau 25 sont convertis en désirabilités individuellesjspen

désirabilités globales pour chaque essai :

Tableau 25 : Calcul des désirabilités pour chacune des réponses du plan d’expériences et expression

de la désirabilité globale pour chaque essai.

dy d ds d,
1 100,0 % 0,0 % 58,7 % 0,0 %
2 100,0 % 100,0 % 0,0 % 0,0 %
3 100,0 % 0,0 % 90,7 % 0,0 %
4 0,0 % 100,0 % 0,0 % 0,0 %
5 100,0 % 100,0 % 0,0 % 0,0 %
6 100,0 % 0,0 % 21,3 % 0,0 %
7 100,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 %
8 41 % 100,0 % 0,0 % 0,0 %
9 100,0 % 100,0 % 0,0 % 0,0 %
10 100,0 % 79,4 % 0,0 % 0,0 %
11 100,0 % 0,0 % 0,7 % 0,0 %
12 100,0 % 0,0 % 10,7 % 0,0 %
13 100,0 % 9,6 % 2,0 % 4,4 %
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L’examen duableau 25conduit & deux constats :

e Un seul essai de la matrice d’expérience (essdi3n®le centre du domaine, notre point
d’origine) présente une désirabilité non nulle. i@t conclure, a partir de ce constat, que
'ensemble des conditions d’hydrolyse utilisées rpataliser les 13 essais est éloigné de

I'optimum, si celui-ci existe.

* Le nombre élevé de désirabilités globales nullégpescipalement lié aux réponses ¥t
Y3, souvent nulle (6 sur 13 pour ¥t 7 sur 13 pour ¥. De plus, ces réponses semblent
avoir un comportement antagoniste : dans 8 essa&id3 on observe qu'une des deux

réponses a une désirabilité supérieure a 60% qilmrgelle de I'autre est nulle.

Il est clair qu’aucun des essais réalisés (cf.e@bl25) ne permet de concilier, au cours de
I'hydrolyse chimique, un faible taux de monoméiiegrés avec un faible degré de polymérisation
de la fraction oligosaccharidique, futurs substidds enzymes au cours de la deuxieme phase
hydrolytique.

Cependant la construction d’un modele mathématigue la base de ces essais nous
permettra, par I'exploration numérique du domadeeyérifier si un point particulier peut satisfaire

cette exigence.

[ 3 2 Analyse mathématique : Construction d’un mod ele

Comme nous l'avons présenté en introduction dehegitre, les résultats des essais réalisés
permettent, en utilisant la méthode des moindrasésaordinaires (sous forme matricielle),
d’estimer les p coefficients; d'un polynébme du second degré, qui autorise la éfigation du
processus. Grace au modéle ainsi construit, p@ssible d’explorer numériquement I'ensemble du
domaine de variation des facteurs afin de préasrtiois réponses;YY, et Yz en tous points et
donc d’en déduire les désirabilités globales elisatit les fonctions définies précédemment. Ceci a
été réalisé a I'aide d’'un tableur informatigamiiexe 3ableau des coefficients).

Avant d'utiliser le modele obtenu pour la recherahien optimum de fonctionnement du
processus n°l, il est important de vérifier seditfisadescriptives et prédictives. Parmi les outils
statistiques disponibles, nous avons utilisé dadicateurs. La qualité descriptive est quantifiae p

le coefficient de détermination ajusté .Za,-RCeIui-ci tend vers 100% lorsque le modéle est
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parfaitement descriptif. La qualité prédictive, gua elle, peut étre estimée par le coefficieAt Q
dont une valeur proche de 100% correspond a descpois idéales. Léableau 26 présente les

résultats.

Tableau 26 : Quantification des qualités descriptive et prédictive du modéle pour chacune des

réponses.
Qualité Indicateur Y, Y, Y3
Descriptive R’ 87,6 % 96,7 % 83,1 %
Prédictive Q? 49,8 % 86,7 % 31,9 %

L’'analyse de ces résultats nous conduit a concdureune bonne qualité descriptive du
modeéle et une qualité prédictive plus faible maiffisante pour réaliser l'interpolation. Une
analyse graphique des valeurs des réponses cacwge fonction des valeurs mesurées

expérimentalement, est une bonne confirmation dactere descriptif.

80,0

70,0 -

1ére
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60,0 - N AT

50,0 1
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Y, Teneur en monomeres libérés (modele)

0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ i
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Y, Teneur en monomeres libérés (mesure)

Figure 28 : Adéquation entre les valeurs de la réponse Y, calculées par le modéle et

mesurées expérimentalement.
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La premiére bissectrice représente l'adéquatiorfaparentre les réponses calculées et
mesurées. Nous pouvons constater que les points)atocoordonnées sont fournies par le modéle
construit et les résultats des essais, s’alignentcstte droite. L'adéquation du modeéle pour la

réponse ¥ est bonne. Cette méme observation peut étreffaiteles réponses;¥et Y; (annexe 4

IT 4 Utilisation du modele pour I'optimisation du processus n°1

Le modele construit ayant de bonnes qualités deari et prédictive, il est possible de
I'utiliser pour la recherche d’'un optimum dans terdhine expérimental défini précédemment. Cette
recherche est basée sur un calcul itératif (réglesméun logiciel ou un tableur classique), qui
compare les désirabilités globales d’essais simolgaériqguement. Au cours de chacun de ces
essais, les 3 réponses Y sont calculées puis tram&és en indice de satisfaction individuel d qui
sont ensuite fusionnés pour exprimer la désirgbgibbale ¢ Le programme fait varier les valeurs

des facteurgs, x; etxz jusqu’a atteindre une valeur dgrdaximale.

Grace a cette méthode, nous avons identifié une dans le domaine expérimental, ou la
désirabilité globale est significativement supémea la valeur maximale obtenue au cours du plan
d’expériences précédent (Tableau 21, essai 13)t Rsuréglages des facteurs de ce point de
fonctionnement, les réponses prévues et les dégéalcorrespondantes sont présentées dans le
tableau 27:

Tableau 27 : Conditions optimales prévues, réponses et désirabilités calculées par le modéle.

Désirabilités prédites

Conditions Réponses prévues (%)
TFA Durée Temp Y1 Y2 Y3
M) () (0 (%) (%) (mn 9 42 d3  dg
Optimum 0,16 2,03 80 12,9 38,7 15,36 71,1 6,5 23,8 23,1

Les conditions optimales fournies par le modeélda sgsez inattendues et nous ne serions pas
allé intuitivement explorer cette zone du domaike. effet, les niveaux de réglages des trois
facteurs sont situés dans une zone périphériqudoduaine défini. De notre point de vue, ce

résultat, s'il est validé expérimentalement, esvéritable apport de I'approche plan d’expériernces
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en effet la désirabilité globale prévue est dansa® 5,2 fois supérieure a la plus forte valeur

observée a l'issue des essais.

IT 5 Validation expérimentale du modele

Nous avons réalisé un essai d’hydrolyse, en reapeles conditions proposées par le modele,
afin de vérifier sa validité. Les résultats expé@iraux, reportés dans tableau 28 ont été

transformés en indice de désirabilité globale corpréeédemment :

Tableau 28 : Réponses mesurées et désirabilités calculées de I'essai réalisé dans les conditions

expérimentales optimales fournies par le modéle.

Réponses mesurées Désirabilités calculées (%)
Y1 (%) Y2 (%) Y3 (min) di d2 d3 dg
Optimum 0,1 55,6 16,71 100 O 86,0 0

Nous pouvons constater que lgeabt nulle ; en conséquence sur ce seul criteraoléele

mathématique ne peut étre validé.

Toutefois, si 'on considére individuellement ledsatabilités, on constate que et ¢ sont
tres satisfaisantes et méme supérieures aux vapeavaies par le modele (cf. tableau 27). En
revanche, gl est toujours nulle, ce qui justifie ung dulle. Le fait que g soit égale a 0 est
attribuable au choix de la valeur de la limite simée (U = 40%) de cette fonction de désirabilité.

Afin d’exploiter pleinement les apports du planxgériences, a ce niveau de I'optimisation,
il est nécessaire de trouver un compromis permtedi@amoncilier des valeurs élevées pour chacune
des trois fonctions de désirabilités. L'analysd’é@eolution des réponses;YY, et Ys ainsi que leur
désirabilités respectives;,dd; et ¢ révéle un fort antagonisme entre les fonctiopsetdd. La
libération, non souhaitée, de monosaccharides,tijggar Y-, est indissociable de la réduction en
taille des oligosaccharides, mesurée parGmpte tenu des poids relatifs accordés aux ifomt
de désirabilité (w= 1, w, = 1 et ¢ = 5), il semble pertinent de reconsidérer seulenaedéfinition
des limites de la fonction,dpour atteindre le compromis souhaité. Dans ceglittons, un

accroissement de 40% a 60% de la limite supéridpreorrespondant a une augmentation réelle de
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12% de la concentration en monomeére libérés, dmtaénvisagé. Les modifications dgat donc
de g, consécutives a l'accroissement de la valeur gesont indiquées dans tableau 29 ci-

dessous :

Tableau 29 : Evolution des désirabilités individuelles et globales avec la nouvelle définition de d,.

Réponses mesurées Désirabilités calculées (%)
Essai Y1(%) Yy (%) Y3 (min) d; d, ds dg
1 0,07 50,79 15,88 100,0 23,0 58,7 55,4
2 7,61 11,40 12,40 100,0 100,0 0,0 0,0
3 0,01 55,51 16,64 100,0 11,2 90,7 68,2
4 20,51 6,20 11,90 0,0 100,0 0,0 0,0
5 4,08 16,19 12,63 100,0 100,0 0,0 0,0
6 0,09 44,81 15,32 100,0 38,0 21,3 28,9
7 0,00 97,69 18,16 100,0 0,0 0,0 0,0
8 19,59 7,51 11,91 4,1 100,0 0,0 0,0
9 3,88 17,39 12,58 100,0 100,0 0,0 0,0
10 1,41 24,12 13,07 100,0 89,7 0,0 0,0
11 0,00 80,09 17,99 100,0 0,0 0,7 0,0
12 0,00 71,19 17,84 100,0 0,0 10,7 0,0
13 0,01 38,08 15,03 100,0 54,8 2,0 5,6
Optimum 0,1 55,6 16,71 100,0 10,9 86,0 65,4

Parmi les treize essais réalisés au cours du pdapétiences, quatre d’entre eux conduisent a
une désirabilité globale non nulle. Les conditiangérimentales issues du modéle permettent
d'obtenir une ¢ de 65,4 %, parfaitement comparable a la valeurinmzle de 68,2 %, mesurée
expérimentalement pour l'essai 3 du plan. Cependast réglages des niveaux des facteurs
concentration en TFA, durée et température, coaduis ces deux valeurs optimales geaht trés

différentes.
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Tableau 30 : Comparaison des conditions expérimentales conduisant aux valeurs optimales de d,.

Conditions expérimentales
[TFA] (M) Durée (h) Temp (°C)
Essai 3 0,77 10,33 60
Optimum 0,16 2,03 80

Il est toutefois possible de choisir objectivementre ces deux optima de fonctionnement en

prenant en considération les colts associés. Aveconcentration en acide 5 fois plus faible, pour

une durée 5 fois plus courte et avec une différelec20°C seulement, les réglages proposés par le

modele présentent un réel intérét économique jpgoraa I'essai 3 du plan d’expériences.

L'optimum étant validé aux niveaux théorique et éxmental, nous avons testé sa

robustesse, en effectuant une seérie dessais dansoisinage immédiat de ce point de

fonctionnement.

II 6 Etude de robustesse

Afin de confirmer expérimentalement le résultatesiot, nous avons étudié I'évolution des

réponses au voisinage de I'optimum, en réduisac¢mtrant le domaine de variation de chacun des

facteurs sur ses coordonnées.

Le voisinage ainsi défini peut étre représentéadadniére suivante :

4 Température

Optimum

Figure 29 : Représentation du domaine expérimental proche de I'optimum pour I’étude

de robustesse.
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Comme précédemment, afin de minimiser les inceieiy les essais doivent étre répartis de
facon homogéne, suivant un plan factoriel fractare La disposition de 4 essais sur les sommets
du cube, opposés 2 a 2 permet de garantir cetteitaon Les résultats expérimentaux

correspondants, traduits en désirabilité, songuél dans leableau 31ci-apres :

Tableau 31 : Conditions et résultats obtenus pour les essais consacrés a I'étude de la robustesse du

point de fonctionnement.

Conditiqns Réponses mesurées Désirabilités calculées (%)

rﬁﬂ D”r:ee T‘ffc‘;p (?,(/i) Y2 (%) (r:fn) i d2  d3 dg

1 0,10 1,5 75 | 0,23 28,03 14,23 [100,0 80,0 0,0 0,0
2 0,20 1,5 85 0,04 54,03 17,28 | 100,0 14,9 48,1 45,1
3 0,10 2,5 85 0,06 54,16 17,07 | 100,0 14,6 62,0 54,0
4 0,20 2,5 75 0,08 49,83 16,06 | 100,0 254 70,7 64,2

Nous pouvons constater ici qu'aucun des quatreisessalisés ne permet d’accroitre la
désirabilité globale mesurée précédemment poutifiapn, tout en gardant des performances

comparables.

En conclusion, les résultats sont du méme ordmgraledeur autour de I'optimum et montrent
un léger infléchissement, ce qui prouve que le tpdiem fonctionnement choisi représente la

meilleure solution et atteste de sa robustesse.

IT 7 Bilan de l'optimisation du processus n°1 :

Initialement, I'’hydrolyse acide au TFA permettatutement d’obtenir, en trés faible quantité,
des oligosaccharides dont la taille et la structuéaient pas idéalement adaptées a la pourseite d
'étude. De plus cette hydrolyse engendrait uneratfgion trop importante des polymeres en

monomeres.

L'utilisation d’'une méthodologie faisant appel asdepproches mathématiques pour la

modélisation d’'un phénomeéne, nous a permis d’egpl@pidement le domaine expérimental et de
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déterminer des conditions d’hydrolyse dont les waen’étaient pas évidentes. De plus, ces
conditions conduisent a un rendement trés inténéssa oligosaccharides, de l'ordre de 50%

pds/pds par rapport aux polymeres, ce qui étamhgndial compte tenu des quantités de matiere
nécessaire pour la poursuite de l'étude et notarhnes tests d’évaluation des propriétés

biologiques. Enfin, les arabinoxylooligosaccharidbtenus avec les réglages fixés sont de tailles et
de structures parfaitement adaptées au proces8ushytrolyse enzymatique.

III L'hydrolyse enzymatique : processus n°2

Les oligoméres ainsi obtenus vont nous servir daveaux substrats pour I'hydrolyse
enzymatique. Or dans cette étape, nous avons léx aftre plusieurs combinaisons de
biocatalyseurs, a savoir des xylanases de diffésentigines, pouvant étre utilisées seules ou avec
et une arabinase (cf. Chapitre II, 8 Il 2 2). L’doigle plusieurs xylanases simultanément (ou en

cascade) n’a pas été retenu, en raison du nontdpréntportant de combinaisons possibles.

La nature qualitative de ce facteur interdit, & skule, le recours a une approche similaire a
celle appliqguée a I'nydrolyse chimique. En effet,domaine expérimental est discontinu, ce qui
empéche I'utilisation d’un polynéme du second dggwéar modéliser le processus. Toutefois, des
modeéles de type additif, peuvent étre construitajtédisant des principes mathématiques identiques
a ceux utilisés précédemment. Dans ces conditiplusjeurs matrices d’expériences sont alors
disponibles et conduisent, aprés expérimentatidieséimation des coefficients et des effets des

facteurs.

IIT 1 Définition des objectifs, des réponses et du domaine

expérimental
L’optimisation, proprement dite, n’étant pas engisable, nous allons chercher a connaitre

I'effet de la variation de la nature de I'enzyme, sh concentration et de la durée du traitement sur

la production d’oligosaccharides et la libératiom monosaccharides. Les réponses sont donc la
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concentration en oligosaccharides, notéeeY correspondant a la somme fractiaD$ et O2
définies au chapitre précédent. Une deuxiéeme ré&ponstée ¥, est définie comme étant
'augmentation de la concentration en monomereastgmport a la teneur initiale obtenu a I'issue du
processus n°l. Les facteurs pris en compte somoebre de trois : la nature de la préparation

enzymatique, sa concentration et la durée du tnaite.

Le domaine expérimental est discontinu, il est @& mue dans ce type de plan d’expériences,
méme les facteurs quantitatifs sont exprimés denfalfscontinue. Les bornes de leur domaine de
variation respectif sont généralement choisies cemraleurs des niveaux, afin de pouvoir
déterminer I'effet d’'un changement sur les réponkes valeurs qualitatives que peuvent prendre
chacun de ces facteurs sont appelées des modabkiéisnombre est dans notre cas different pour
chacun des facteurs. En effet, comme nous I'avoésepté en introduction de ce paragraphe, nous
avons le choix entre 3 xylanases d’'origines difiées, et chacune d’elle peut étre combinée avec
'arabinase, ce qui fait un total de 6 combinaisd¥gus avons choisi de faire varier seulement la
concentration de la xylanase, entre 1% et 10% @b#vla concentration de I'arabinase, lorsqu’elle
est employée, est fixée & 2,5% vol/vol. Ceci équtizaun nombre d’unité allant de 0,1UE.tha
1UE.mL* pour les xylanases et & 0,25UE ihour AM. La durée du traitement peut varier deilh
10h. En résumé, les modalités retenues pour cattee mle I'étude sont indiquées dangadbleau
32,

Tableau 32 : Nombre de modalités par facteurs.

Nature des enzymes Concentration Durée
m1 m2 m3
Nombre_s,de 6 > 3
modalités

Le choix de ce nombre de modalités est justifiéladimitation, volontaire de notre part, de la
taille du domaine expérimental. Il peut donc éaprésenté par la juxtaposition de petits domaines

expérimentauxfigure 30, en prenant en considération le nombre des médalit
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1% 10%
Concentration Enzymes ‘
XS XS+AM XL XL+AM XM XM+AM

Figure 30 : Représentation du domaine expérimental discontinu relatif au processus n°2.

III 2 Choix du modele

Pour le type de problématique auquel nous somm&sares, les modéles additifs sont les
mieux adaptés. lls peuvent étre avec ou sans apiptzla signifie qu’ils peuvent intégrer des

interactions éventuelles entre les effets des diasie

Dans notre cas, les changements de modalités desufa sont indépendants. Nous avons
logiguement opté pour le modeéle additif sans caygplda formule générale de ce type de modele

est la suivante :
k
E5) Y =c¢c*° +ZWi aved\; = poids du facteursur la réponse.
i=1
La réponse est décrite par ce modéle comme étanthiane des poids de chacun des facteurs.

Appliqué a notre processus :

E5) Y, =c+W, +W, +W,

Le nombre d’inconnues a estimer obéit ici a lati@fasuivante :

Kk
E6) p=1+ Z(mi ~1) oum est le nombre de modalité du facteur
i=1

Soit: p=1+ (ml —1)+ (m2 —1)+ (m3 —1) =9 inconnues a estimer.
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hY

Comme dans le premier processus, le nomWrel’essais a réaliser pour estimer ces
coefficients doit étre supérieur et sera au maximum de 36, nombre total des consoinai

distinctes dans le plan complet.

III 3 Matrice d’expériences

La nature du domaine, avec trois facteurs qui njzag le méme nombre de modalités rend
impossible la construction d’'un plan d’expériencissique. En effet il n'existe pas de solution
dans ce cas pour construire une matrice orthogdqualefait intervenir un méme nombre de fois
chaque modalité pour tous les facteurs). Une neattiexpériences optimale doit étre construite
dans ce cas afin d’équirépartir les essais de laierala plus homogeéne possible, de sorte que

chaque modalité d’'un facteur intervienne un ménmabre de fois.

Il peut étre démontré qu'un nombh de 12 essais permet de concilier une incertitude
minimale sur I'estimation des effets avec un nomta®reint d’essais. La répartition de ces 12
essais au sein du domaine expérimental est obtgameun algorithme d’échanges. Les
combinaisons retenues pour la matrice d’expériesgasmatérialisées ci-dessofigure 31 :

Durée
A 6 11
10ho~~0‘2 o o o o 077770‘8 o o o o
7 | | 4 | | | | L10 | |
5h/@~-® ° o o o o o ® 0 o @ 12
| | | | | | 4 | | | | |
lhje--—--e 30 e o————5—0 e o o - o9 o - °
1% 10%
Concentration Enzymes :
XS XS+AM XL XL+AM XM XM+AM

Figure 31 : Répartition des 12 essais a réaliser pour estimer les coefficients du modéle
additif.

Il apparait que cette matrice répartit uniformémentessais. On ne privilégie pas la mise en

ceuvre d’une modalité particuliere pour chacun detebirs :
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« Pour la concentration : 6 essais a 1% (vol/vol) 8diUE.mL* et 6 essais & 10% (vol/vol)

équivalent & LUE.mt,
* Pour la durée : 4 essais a 1h, 4 essais a 5hssadsex 10h,
* Pour la nature de I'enzyme : 2 essais pour chadasenodalités choisies.

Cette matrice, traduite en plan d’expérimentatioouait autableau 33suivant :

Tableau 33 : Conditions expérimentales issues de la matrice d’expérience établie par I'algorithme

d’échange pour le processus n°2.

Essai Nature de I'enzyme Concentration (%vol) Durée (h)
1 XS 1 5
2 XS 10 10
3 XS+AM 1 1
4 XS+AM 10 5
5 XL 10 1
6 XL 1 3
7 XL+AM 1 1
8 XL+AM 10 10
9 XM 10 1
10 XM 1
11 XM+AM 10 5
12 XM+AM 1 10

Les essais ont été réalisés en respectant cedioosdipératoires.

IIT 4 Analyse des résultats

Nous avons mesuré la concentration en oligosadd®gN, et en monomeres dans le milieu

par HPSEC avec détection DDL. Les résultats obtennsreportés dans tableau 34:

L’analyse directe des résultats montre qu’en cecguacerne la réponses Y'amplitude de
variation des valeurs obtenues n’est pas trés iapia, mais reste significative. Ceci montre que

les facteurs ont un impacte faible sur cette répoBa ce qui concerne la réponsg Metendue des
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valeurs obtenues est plus importante, de 5% a 88%ui traduit I'influence des facteurs sur la

libération de monomeéres.

Tableau 34 : Résultats du plan d’expériences relatif au processus n°2.

Essai Y1 (%) Y2 (%)
1 36,23 10,89

2 33,97 24,42
3 34,40 5,83
4 38,77 7,17
5 35,91 13,72
6 38,44 18,74
7 36,35 9,87
8 39,31 7,56
9 37,41 28,37
10 34,54 23,11
11 35,00 35,59
12 35,78 10,62

L’'analyse mathématique de ces résultats, comme dénhsde précédente, passe par
'estimation des coefficients et des résidus du @mdEn effet, dans notre cas, il est impossible
d’avoir un arrangement orthogonal, qui impliquerait méme nombre de modalités pour chacun
des facteurs. Il n’est donc pas possible d’étukkéiet des facteurs par une simple comparaison de
moyennes. De ce fait, la construction du modéletiddest indispensable. Pour cela, les valeurs
qualitatives des facteurs sont traduites en valeunsériques par un systéme de codage, il s’agit du
codage classiquement utilisé dans l'approche nigltecde I'analyse de la variance (LOUVET
2005). Les coefficients sont calculés et le caractiescriptif du modele est estimé a l'aide des

graphes d’adéquatiofigure 32.
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Figure 32 : Adéquation des deux réponses Y, et Y,
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Les représentations graphiques ainsi que les wakgeil’'indice R?, relatives a chacune des
réponses, traduisent un caractere descriptif a@ait du modele. Celui-ci peut étre utilisé pour

estimer l'effet des facteurs sur chacune des ré&sons

L’information recherchée est, dans ce cas, foupaieune représentation graphigtigure
33. Les coordonnées des points représentés sur apbegr sont obtenues a partir du modele. On
peut constater ici que la durée du traitement mia peu d’influence sur 1Y en effet les valeurs
moyennes de cette réponse sont proches, quellsajtuéa durée du traitement. Cependant, ce
facteur a un effet positif suryYle passage de 1h a 10 h entraine une augmendbitioviron 15%

de la teneur en monomeres.
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Figure 33 : Tracé de Il’effet moyen des facteurs :

a) sur la réponse Y, b) sur la réponse Y.
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De méme, une augmentation de la concentrationeffanpositif sur les deux réponses, bien
que plus important suraYque sur Y : lorsque la concentration en xylanase passelde/B,mL™" &
1 UE.mL?, les valeurs moyennes de passent de 35,5% & 37,1% alors que dans le ménps,tem
les valeurs moyennes de, Yassent de 12,3% a 20,3%. Enfin, la nature degnesw influence
fortement la variation des réponses. En effetyédesurs moyennes calculées pour chaque modalité
s’étendent sur une large plage de variation alienb,8% a 23,2% pour,Yet dans une moindre
mesure pour Y, allant de 34,4% a 37,5%.

Le tracé de I'effet moyen des facteurs est un oldide a la prise de décision. Il nous permet,
dans ce cas, de choisir les réglages de chacufadiesirs de fagcon a atteindre nos objectifs, a
savoir : maximiser le rendement en arabinoxyloaagzharides, ce qui correspond aux plus fortes
valeurs de Y, et limiter 'apparition de monosaccharides. Poela, on constate que I'emploi de la
combinaison XM + AM, a une concentration de 0,1 WE’ pour la xylanase et une durée

d’hydrolyse de 1h, conduira au résultat souhaité.

IV Conclusion

La démarche d’optimisation mise en ceuvre dans agitth nous a permis de trouver des
conditions extrémement favorables a la producti@matiinoxylooligosaccharides de faible degré
de polymérisation, a partir des arabinoxylanes cemiaux ou extraits. Cette mise au point
analytique effectuée avec un arabinoxylane de o@ianercial, nous a conduit a la définition des

conditions expérimentales suivantes :

e Pour le processus n°l: une concentration de 0,d6MFA, pour une durée de 2h et une
température de 80°C permet daboutir a un hydrolysantenant environ 50%

d’oligosaccharides ayant une taille et une strecagtaptée a I'hydrolyse enzymatique.

e Pour le processus n°2 : I'utilisation de la xylamagV, combinée avec l'arabinase AM, a
des concentration respective de 0,1 UEnet 0,25 UE.mL* pour une durée de 1h conduit
a la production d’'un mélange contenant 45% d’AX@8&md un DP compris entre 5 et 20, et

55% de monosaccharides.
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Les conditions expérimentales ainsi fixées onuétisées, a une échelle préparative, avec les
différents arabinoxylanes, extraits de blé, delseau bien commercial pour le mais, afin de
produire des quantités satisfaisantes d’AXOS dbldaDP pour mener a bien les études de

propriétés biologiques potentielles.
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La production d’arabinoxylooligosaccharides, AXQGE/|'échelle préparative, est réalisée a
partir des arabinoxylanes commerciaux issus de gtaies fractions AXir extraites des sons de
blé et de seigle, au laboratoire. Le double tragenmydrolytique mis en ceuvre pour I'obtention des
AXOS est effectué dans les conditions optimalesnagsf par le plan d’expériences décrit au

chapitre précédent.

Toutefois, I'expertise par HPSEC, de la distribntien masses moléculaires des produits
obtenus indique une teneur trop importante en namubsrides par rapport a nos objectifs. La
présence de ceux-ci n‘est pas souhaitable dansatdion AXOS qui sera soumise aux tests
ultérieurs de mesure d’activité prébiotique. Eregffies concentrations élevées en arabinose et
xylose libres sont susceptibles d’engendrer ursb@s de l'interprétation des résultats concernant

la stimulation de la croissance des différenteglsesl probiotiques testées.

Afin d'attribuer I'éventuel effet mesuré a la seyleésence des AXOS, il est nécessaire
d’éliminer le plus possible de monosaccharidesréi®éau cours du processus d’obtention des
hydrolysats. Parmi les deux étapes consécutives mocédé de préparation des
arabinoxylooligosaccharides, nous observons quest geincipalement la phase d’hydrolyse
chimique qui est responsable de la libération thiaw@se et de xylose a I'état monomérique. Les
deux oses représentent environ 40% de la masde th¢asubstance glucidiqgue présente dans

I'hydrolysat issu de la combinaison des procesSliehn°2.

Ce constat nous a conduit a mettre en place utertrant spécifique visant a abaisser la
concentration en monosaccharides dans le prodhait fia séparation sur le critére taille ou masse
moléculaire a été retenue. Pour étre efficace,ise en ceuvre de la technique d’extraction sélective
des monosaccharides doit intervenir & I'issue defie de traitement chimique, mettant a profit
'importante différence de masses entre les oligdsarides et les monosaccharides présents dans

I'hydrolysat a cette étape. Deux techniques difites ont été testées :
> la filtration moléculaire sur gel a I'échelle préative

> lultrafiltration.
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I Elimination sélective des monosaccharides par FPLC

d’exclusion moléculaire sur gel superdex

Afin d’économiser les arabinoxylooligosaccharidestdnous disposons, I'étude est réalisée
initialement sur des mélanges modeles doligosatbdsm et de monosaccharides. Leurs

compositions sont indiquées ci-dessous :

Tableau 35 : Composition des mélanges étalons utilisés en FPLC

Composition Concentration mg.mL™?
Inuline : 10
. FOS 10 < DP < 60
Mélange 1
Xylose 10
Synergy (Inuline + RP 95) 10
. FOS : 2 <DP <60
Mélange 2
Xylose 10

Les mélanges 1 et 2 ont été analysés dans un preamips par HPSEC sur colonne Aquagel
OH-30, afin de vérifier si leur distribution qualiive en masses moléculaires était représentative d

celle de I'hydrolysat chimique d’A¥it , figure 34.

L’analyse du chromatogramme, figure 34, nous peueetonstater que les oligosaccharides
de masses élevées, produits apres hydrolyse des.A#Ar le TFA, posseédent une distribution de
masses moléculaires qualitativement comparablesll@ des mélanges 1 et 2, commerciaux. Par
contre, les fructooligosaccharides (FOS, RP95) umrél seulement partiellement les

oligosaccharides de faible masse libérés au caurtytirolyse chimique.

Dans un deuxieme temps, le mélange 1 représentaiitativement de la distribution en
masses moléculaires de I'hydrolysat est analys&PBaC d’exclusion moléculaire sur gel superdex

75. Les résultats sont préserfigsire 35.
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Figure 34 : Superposition des profils chromatographique HPSEC de l'inuline, FOS RP95,

xylose, et hydrolysat chimique de AX.,,, de mais.
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Figure 35 : Chromatogramme du mélange 1 Inuline + Xylose obtenu sur Superdex 75 et

détection réfractométrique.
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La résolution Rs, entre les fractions oligosacaesmiet monosaccharides (Rs = 0,79) est
acceptable (figure 35). Toutefois, si I'on peut dare que la filtration moléculaire sur gel est
adaptée a I'élimination sélective des monosacchasyises performances en terme quantitatif restent
limitées. En effet, si 'on ne souhaite pas affedéerésolution des familles oligosaccharidique et
monosaccharidique, la quantité de matériel glucigigéparable par cycle d’analyse, exprimée en
équivalent xylose, ne peut excéder 50mg. Le voldmdépbt doit quant a lui rester inférieur a 2%
du volume de la phase stationnaire. Dans de taltexitions, I'élimination de la fraction
monosaccharidique présente dans 5g d’hydrolysamigbe, obtenu dans les conditions
préparatives optimales, nécessiterait 100 cycleseddurée de deux heures chacun. Ce simple
calcul nous ameéne a disqualifier cette technigues des conditions ou nous pouvons la mettre en

ceuvre au laboratoire, pour atteindre I'objectifisldément fixé.

II Elimination sélective des monosaccharides par

ultrafiltration

II 1 Vérification de la sélectivité de la membrane d’ultrafiltration

Les conditions opératoires sont décrites page 200hdpitre Matériels et méthadgétude
est réalisée sur 40mL d’hydrolysat chimique d’amalylanes de mais, obtenu dans les conditions
optimales définies a I'issue du plan d’expérien@®$coma 10mg.mL, [TFA] = 0,16M, pendant 2h
a 80°C). Le systeme d'ultrafiltration (UF) est is# en mode diafiltration discontinue. Le schéma
de principe de ce mode de fonctionnement est i@ugure 36 (d’apres Ultrafiltration and
microfiltration Hand Book). On peut éliminer séigement et jusqu’a la teneur résiduelle
souhaitée, les solutés de taille ou de masse éni€riau seuil de coupure de la membrane semi-

perméable utilisée.
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Concentration Dilution

Membrane p Lot
3kDa erméa

Figure 36 : Schéma de principe de la diafiltration en mode discontinu.
Vo = volume initial, Vg = volume de rétentat final.

Au cours de l'opération, on mesure le débit de gatmainsi que la concentration en
oligosaccharides de hautes masses et monosacchdads les compartiments rétentat et perméat.
Ces deux familles moléculaires sont dosées par I@PSHE colonne Aquagel OH-30 selon la
méthode décrite pages 69 a 72 et les conditionsatyikes, page 207 du chapitre Matériels et
méthodes. Sur la base de ces mesures, on peutecdiediux J de perméat, le taux de rétention,
Tret, a@insi que le rendement de récupération, R, dangtentat, de chacune des deux familles

moléculaires précédemment caractérisées, a I'adealations suivantes :

3=2

S
ol Q est le débit en chmin®; S est I'aire de la membrane en“rd est en cm.mih
C.-C
Teer =—8——2 x100

R

ou Gk concentration de la famille moléculaire considédmns le rétentat et pC sa

concentration dans le perméat.

R:CR ><VR
C, XV,

ou VR est le volume de rétentaty & concentration initiale de la fraction consiagged \f son

volume initial.
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Les évolutions du flux de perméat ainsi que celldalix de rétention sont illustréigures

37et38ci-apres :
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Figure 37 : Evolution du flux de perméat en fonction du facteur de réduction volumique.
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Figure 38 : Evolution du flux de perméat J en fonction du nombre de cycles n de

concentration/dilution.
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Figure 39 : Evolutions du taux de rétention des oligosaccharides et des monosaccharides
ainsi que du rendement de récupération de chacune de ces famille de composés en fonction du

nombre, n, d’opérations successives de concentration / dilution.

. . . .V . R
La constance du flux de perméat, lorsque le faalewéduction volumlquciz/i variede 1 a
R

3,5 atteste de I'absence d’une incidence négativphnoméne de polarisation de concentration
sur les performances de la membrane d'ultrafitiratiCette observation est importante dans le
cadre d'un transfert d’échelle du procédé, mémkesiflux de perméat mesurés a I'échelle du
laboratoire ne sont pas transposables a une échgiérieure (pilote ou industrielle). Dans les
limites de concentration de matiere, atteintes damstentat, le contrdle de son accumulation a la
face amont de la membrane sera facilement gérabkxlielle pilote en agissant sur la vitesse

d’écoulement de la solution traitée, tangentielletizela surface de la membrane.

Le seuil de coupure de la membrane est bien adapéérétention d’oligosaccharides de
hautes masses issus de I'hydrolyse chimique puisgue taux moyens de rétention sont de 96,5%.
Le perméat, bien que majoritairement constitué daasaccharides, contient également une faible
proportion d’oligosaccharides de degré de polymaéos inférieur a 5, comme en témoigne la

figure 40 :

! Accumulation réversible de matiére a la face andlenta membrane se traduisant généralement paraisse du flux

de perméat.
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Figure 40 : Comparaison des profils chromatographiques de perméat, de xylose et de
FOS type RP95. Analyse effectuée par HPSEC sur colonne Aquagel OH-30 et détection DDL.

Le taux moyen de rétention de la famille molécelamcluant les monosaccharides et les
oligosaccharides de faibles DP est de 22,5%. Sbasa de la connaissance du taux de rétention
mesuré expérimentalement pour chacune des deulefamioléculaires, il est possible de prévoir
I'évolution de leurs concentrations respectivessd@nrétentat en fonction du nombre, n, d’étapes

successives de concentration/dilutibgure 41. Le calcul est réalisé en utilisant la relation :

V Trer=1 "
CRn =C0 (V_O)
R

ou Gn: concentration de la famille moléculaire consiéédéns le rétentat a l'issue de n

opérations de concentration/dilution,

Co: concentration initiale de cette méme famille avardiafiltration, VO le volume initial de

rétentat (constant),

Vr: le volume final de rétentat a l'issue de I'étage concentration, 4 est le taux de

rétention par la membrane de la famille moléculemesidérée,

n : nombre de cycle de concentration/dilution
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4,0 1 Oligosaccharides
3,5 1 —— Monosaccharides
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Figure 41 : Evolution de la concentration résiduelle en monosaccharides et
oligosaccharides dans le rétentat en fonction du nombre de cycle, n, de concentration/dilution.

Dans les conditions expérimentales mises en ceunrapaissement de 89% de la teneur en
monosaccharides est obtenu lorsque I'on attein2n ®n peut améliorer le taux d’élimination des
monosaccharides en augmentant n. Toutefois, cotaptede I'allure asymptotique de I'évolution
de la concentration de monosaccharides, en fonciem, il semble raisonnable de trouver un
compromis permettant de concilier un taux d’élintima élevé des monosaccharides avec une durée
non excessive de I'opération de diafiltration. Acs I'application ultérieure de cette technigue, e

mode diafiltration discontinue, nous fixerons nlega.

La présence d'oligosaccharides de faible DP, dansetméat, n’est pas surprenante compte
tenu du seuil de coupure de la membrane, annon8kBa par le fabricant. La solution alternative
consistant a utiliser une membrane de seuil infériékDa par exemple, était envisageable pour
limiter la perte d'oligosaccharides d’intérét awedu du perméat. Toutefois, la comparaison des
performances de ces deux membranes, expriméesrrae e perméabilité a I'eau dans des
conditions standard, nous a conduit a disqualifemploi de la membrane 1kDa. En effet, la
perméabilité est 3 fois plus faible pour la membrédkDa comparativement a celle de la membrane
3kDa (données fournisseur).
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IT 2 Application de la diafiltration a I'extraction sélective de la

fraction oligosaccharides des hydrolysats chimiques d'AX,rif

Pour obtenir les AXOS recherchés, 5g d’extraits,sXde blé, seigle et de mais ont été
hydrolysés chimiquement puis enzymatiquement disani les conditions optimales définies par le
plan d’expériences. L'utilisation de l'ultrafiltian sur membrane 3kDa, entre les deux étapes
d’hydrolyse, permet d’éliminer les monosaccharideses oligosaccharides de tres faibles masses
moléculaires et d’isoler une fraction oligosacctigpie de DP élevé. Les familles moléculaires sont
guantifiées par HPSEC et détection DDL, a chacuew éapes du processus de production des
arabinoxylooligosaccharides, en utilisant I'étalage défini au paragraphe Il 1 du chapitre Il : les
polymeéres de haut poids moléculaires P1 sont édo#ie 9,5 min et 11 min, les polyméres de DP
plus faibles P2 entre 11 min et 15,5 min, les dagzharides de DP élevé O1 entre 15,5 min et 18,4
min, les oligosaccharides O2 de faible DP entrd bdn et 19,5 min et enfin les monosaccharides
M sont élués entre 19,5min et 21min.. Les résustats présentéigure 42.

Le traitement intermédiaire de diafiltration perndet réduire d’'un facteur 2,7 la teneur en
monosaccharides contaminants dans I'’hydrolysat, fotanme l'illustre la figure 42c¢ représentant

un hydrolysat enzymatique obtenu avec ou sandilitaion intermédiaire.
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Figure 42 : Effet du traitement d’ultrafiltration sur la distribution en tailles des produits
d’hydrolyse d’arabinoxylanes de :

a) blé, b) seigle et c) mais.
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AXpu rif

Hydrolyse chimique
TFA 0,16M, 2h, 80°C

diafiltration
- Rétentat
Permeéat
AXOS 2
Analyse directe : Hydrolyse enzymatique
- composition osidique XM (1 UE.mL* de milieu)
- distribution en taille + AM (0,1 UE mL* de milieu)
(HPSEC et SM/ESI) 1h a 40°C, pH 5
- HPLC phase normale
v
Hydrolysat
Analyse directe AXOS 1

Composition osidique

CEl
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distribution en taille ]
(HPSEC et SM/MALDI)

YV VY
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fractionnement Fi 2 Fs
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» Composition osidique
» Distribution en taille par
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Figure 43 : Analyses physico-chimiques des hydrolysats au cours du processus
d’obtention.
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bY

Les hydrolysats produits a I'échelle préparativensddes conditions optimisées sont
caractérises sur la base des criteres taille, netssEmposition osidique avant I'évaluation de $eur
propriétés prébiotiques.

L’organigramme ci-contrefigure 43, présente de maniére synthétique, I'ensemble des
analyses physico-chimique réalisées au cours ducégéo d’obtention des fractions
oligosaccharidiques, identifieces AXOS 1 et AXOSé8ultant de I'hydrolyse des arabinoxylanes

purifiés ou commerciaux.

I Analyse de la fraction AXOS 1

I 1 Composition osidique par CPG/SM

L’'analyse  qualitative et quantitative de la composi osidique des
arabinoxylooligosaccharides est réalisée par CPGd8Ns les conditions expérimentales décrites
page 204 du chapitre Matériels et méthodes. Lesnudiogrammes sur la base desquels sont
estimées les compositions osidiques des fractiof®@\1 issues de blé, de seigle et de mais sont

présentés eannexe 5Les résultats sont illustrés paffigure 44 ci-dessous :

Ara | Xyl Gal Glc
A/X =0,27 A/X =10,25 A/X = 0,09
80,0
— —M —
kd
© 60,0
E i)
o
=
= 40,0 -
>
o
o
8
S 20,0
S
0,0
AXOS 1 AXOS 1 AXOS 1
Blé Seigle Mais

Figure 44 : Comparaison des compositions osidiques des AXOS 1 issus des différentes

céréales.
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L’'arabinose et le xylose représentent pres de 968wdes constitutifs de la fraction AXDS
lorsque celle-ci est produite a partir des sonsbideet de seigle et seulement 75% pour les
arabinoxylooligosaccharides issus de mais. Ceffféreince, en accord avec les compositions
osidiques établies pour chacun des trois subsiétecf. paragraphes | 2 2 et | 3 1 du chapitre 1),
peut étre attribuée en partie au procédé de patific mis en oeuvre pour obtenir les
arabinoxylanes. En effet, le traitement de désanmdge des extraits bruts de blé et de seigle, suivi
d’'une étape de dialyse intensive peut justifier j@us faible teneur en glucose comparativement a
celle observée pour les arabinoxylanes de maigefms nous ne pouvons pas exclure la présence
d’autres formes résiduelles de glucoBgylucanes) dans I'extrait commercial d’arabinoxgarme
mais.

La présence de galactose, a des teneurs globatgwises entre 5% et 8% dans les AXOS 1,
indique I'existence de branchement, a des degr&sgjisur les chaines principales de xylanes, ce

qui est en parfait accord avec les observatiorSAILNIER (1995) sur le mais.

La présence d’acides uroniques (galacturoniqudueumpnique) est mise en évidence dans
chacun des trois mélanges d’AXOS 1, apres dérivates methylglycosides par le TMSIm, ou le
HDMS/TMSCI. Les résultats sont en accord avec BRILIET (1987). La trés faible amplitude des
signaux relatifs a I'élution de ces solutés ainsuge mauvaise résolution avec les pics adjacénts e
majoritaires du glucose et du galactose, n'est quampatible avec leur quantification précise.
L’existence d’acides uroniques, seulement a I'deatrace, si elle est confirmée, est justifiéelpar
mode de préparation des Ax. En effet, ceux-ci ont subi une purification patraction en phase
solide sur échangeur d’anions, au cours de laqgledi@olysaccharides anioniques adsorbés sur la
phase stationnaire ont été éliminés. La fractiolygamcharidique non retenue, théoriguement non
chargee, a été collectée pour constituer les,AXToutefois la fraction polysaccharidique non
retenue par I'échangeur d’anions peut contenirefgaht des traces d’acide uroniques. En effet, au
cours de I'extraction, la rétention des polysacdes présentant dans leur structure des résidus
chargés négativement et correspondant a des agidesjues, peut ne pas étre totale. La capacité
d’adsorption des arabinoxylanes anioniques, sgelale silice greffée QMA, peut étre affectée par
'encombrement stérique au voisinage des résiddesc

L’abaissement trés significatif du rapport A/X ddes AXOS 1, qui atteint 0,27 pour le blé,
0,25 pour le seigle et 0,09 pour le mais (cf. fgu¥4) résulte d’'une élimination sélective
d’arabinose et non de la destruction de celui-at@urs du processus d’obtention des AXD&n
effet, la chute de la teneur en arabinose n’estergbble dans I'hydrolysat chimique

d’arabinoxylanes qu’aprés le traitement de diailon. Cette observation nous permet d’émettre
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'hypothése selon laquelle les liaisopis-2 arabinose-xylose sont plus sensibles a I'aaiomFA
que les liaison$1-4 xylose-xylose. Cette hypothese doit étre étgyaela présence importante
d’arabinose monomeére dans la fraction AXOS 2 cpoerdant au permeéat de l'opération de

diafiltration.

I 2 Mise en évidence d’oligosaccharides anioniques par CEI

Dans le but d’étayer I'hypothése de la présenckgidisaccharides anioniques dans la fraction
AXOS 1, une séparation par chromatographie d’échangeng]’iCEIl, sur une colonne plus
résolutive que les simples cartouches d’extracBonphase solide, a été mise en ceuvre. Les

conditions expérimentales sont décrites page 20éhdpitre Matériels et méthodes.

Le chromatogramme obtenu est préséigidre 45 :

A RI ——DO 480nm DO 220nm [NaCl]
5
g
0
L] i
X
°
®
[ = -
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(7]
i -+ 20
| / -+ 10
- :\\\‘ /"\ 1 0
T T T T T '10
0 10 20 30 40 50 60

Temps de rétention en minutes

Figure 45 : Analyse des AXOS 1 de seigle, par CEI sur colonne Accel plus QMA. Détection
UV a 220nm et réfractométrique, en série. Collecte de I’'éluat par fractions de 1min et dosage

des oses totaux par la méthode de Dubois.
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La majeure partie, environ 90%, des composés asdigosables par la méthode de Dubois,
est présente dans la fraction chromatographiquéerant les solutés non retenus par la phase
stationnaire échangeuse d’anions. Cependant, arwabsne élution fortement retardée d’environ
10% des constituants glucidiques entrant dans faposition des AXOSL. Ce constat, bien
gu’insuffisant a lui seul, conforte I'hypothése d& présence d’arabinoxylooligosaccharides
substitués par des résidus acides uroniques. Uradysen structurale complémentaire des
oligosaccharides, notamment par spectrométrie desenan mode MALDI, doit permettre de
prouver sans ambiguité I'existence de ces acides lés fractions considérées, issues des sons de
céréales. En effet, cette technique, qui ne néegsas de faire subir de traitement de méthanolyse
et de dérivation chimique aux échantillons avantr lanalyse, permet ainsi de s’affranchir du
probleme limitant du rendement , souvent faiblerétripération des acides uroniques, observé lors

d’'une analyse par CPG.

I 3 Analyse de la distribution de tailles des oligosaccharides

La distribution des degrés de polymérisation d’'uélange d’oligosaccharides joue un role
déterminant pour l'activité prébiotique de celuici. Chapitre I).

L’'analyse des osigrammes des AXO$moigne de la complexité des produits obtenas. L
présence de 5 a 6 oses différents (arabinose, exylyglactose, glucose, acides uroniques... cf.
paragraphe | 1 de ce chapitre) et I'existence foigbde ramification sur les chaines principales de
xylanes rendent délicate I'expertise, sur ce @jtates mélanges d’oligosaccharides issus des

arabinoxylanes de blé, de seigle et de mais.

Parmi les différentes techniques accessibles pantad’établir une distribution moléculaire
gualitative et quantitative sur le critére de &ilhous avons choisi de mettre en ceuvre la HPSEC et
la HPLC en phase normale, en combinaison avealetrgmétrie de masse en mode MALDI-TOF.
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| 31 HPLC en phase normale sur gel de silice greff ée

aminopropyle

I 311 Expertise de la méthode sur un mélange de référence

Les conditions opératoires sont décrites page A0&tapitre Matériels et méthodes. La
technique analytique est utilisée pour la séparatidun mélange commercial de
fructooligosaccharides (FOS: RP95, Orafti Belgjqudont la composition qualitative,
communiquée par le fournisseur, fait état de lssgmée majoritaire d'oligosaccharides de DP
compris entre 2 et 8afinexe 6: fiche technique Les résultats sont illustrés par le
chromatogrammefigure 46. La résolution des différentes especes molécslaionstitutives du
produit RP95 est correcte, puisque supérieure aodr ghaque couple de solutés élués
consécutivement. On observe 7 pics sur le chromatage, dont le premier correspond au
fructose. Les autres pics peuvent étre attribudesaoligofructoses de DP inférieur ou égal a 7,
compte tenu de la composition fournie par le fabric Toutefois, ne disposant pas des
fructooligosaccharides étalons correspondants, avass Vérifié la validité de cette séparation, en
analysant le méme mélange par spectrométrie deereassiode MALDI-TOF.
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I o o L B T L L e L T T B B AL S R T
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Figure 46 : Analyse par HPLC, en phase normale sur gel de silice greffée aminopropyle,

de la préparation commerciale de FOS RP 95, détection réfractométrique.
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Figure 47 : Analyse par SM en mode MALDI-TOF de la distribution des masses

moléculaires des fructooligosaccharides du produit de référence RP95.

Le spectre de masse relatif a I'expertise de Ipgration commerciale RP95 est illustré
figure 47. Il apparait deux séries homologues d’ions psewtiéculaires de type M+Naet M+K,
de DP 3 (m/z: 527, 543) a DP 13 (m/z: 2147, 216&8) fructooligosaccharide de DP 2 est
difficilement identifiable, car situé dans une zooé les ions de matrice sont majoritaires.
Toutefois, le signal & m/z 381 pourrait étre atiéita un disaccharide, sous sa forme M+%i I'on
admet que le rendement d’ionisation est sensibleiteanéme pour cette série homologue de FOS,
il apparait clairement que les formes DP 3 a 7 smjbritaires. Ce résultat est en bon accord avec
le profil chromatographique (figure 46). Touteftastechnique HPLC ne permet pas de visualiser
des especes de P8, compte tenu de leur rétention excessive pphése stationnaire dans les

conditions opératoires mises en ceuvre.

I 312 Application de la HPLC en phase normale a |I'analyse des
AXOS 1

Les conditions expérimentales sont identigues deseltilisées précédemment. Les
chromatogrammes relatifs aux analyses des AX@Sus de blé et de seigle sont préseiigése
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48a et 48b.Parmi les especes moléculaires identifiablesasitiake d’'un étalonnage de la colonne,
on retrouve du xylose, de l'arabinose ainsi qu’'usaccharides majoritaire dont le temps de
rétention correspond au xylobiose. Les proportie@hetives de ces trois oses, pour le blé et Ideseig

sont présenté danstibleau 36
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Figure 48 : Analyse des AXOS 1 par HPLC en phase normale sur gel de silice greffée
aminopropyle, avec détection réfractométrique :
a) AXOS 1 de seigle, b) AXOS 1 de blé.

La résolution des solutés constitutifs des AXOStlfable comparativement a celle obtenue
au cours de la séparation de la série homologuiud®oligosaccharides. Ce constat n'est pas

surprenant, il traduit la grande complexité du m@éad’oligosaccharides engendrés apres le double
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processus hydrolytique. L'analyse des osigrammasliétpour les fractions AXOS 1 de blé et de
seigle rend compte de la multiplicité des combimaés structurales possibles pour les
oligosaccharides produits. Les séquences peuvelnrénexclusivement des pentoses, des pentoses
plus des hexoses, des pentoses et des acidesug®mig encore des pentoses, des hexoses et des

acides uroniques, et cela avec des DP variables.

La quantification de chacun des oses identifiedHRtC en phase normale est présentée dans

le tableau suivant :

Tableau 36 : Proportions relatives des oses, estimées par HPLC en phase normale et exprimées en
moles pour 100moles d’oses identifiés

Oses identifiés AXOS 1 de blé AXOS 1 de seigle
Arabinose 45,5 31,1
Xylose 10,1 7,2
Xylobiose 44 .4 61,7

Remarque : Les pourcentages molaires d’arabinbse dit de xylose libre ont été confirmés

par GPG/SM, sans méthanolyse préalable des édbastil

Cependant, la HPLC en phase normale, atteint set®$ pour résoudre un tel mélange, dont
les especes moléculaires constitutives, bien giiéreintes au niveau structural, peuvent posséder
des polarités globales tres voisines. La résoldtisnffisante des oligosaccharides du mélange n’est
pas le seul inconvénient puisque cette techniqestnpas adaptée a I'analyse des structures
glucidiques de DP supérieur ou égal a 8 et doptéaence n’est pas a exclure dans les AXOS 1.
Des essais en mode gradient de phase mobile @tssulbn présentés) n‘ont pas permis de
surmonter les difficultés rencontrées. Pour l'erlslemde ces raisons, nous avons choisi de
combiner l'utilisation de la HPSEC et de la spettétrie de masse pour réaliser I'expertise de la

composition des AXOS 1 sur le critére de taille.

I 3 2 Fractionnement des AXOS 1 par HPSEC

Le protocole expérimental est décrit page 207 dapitte Matériels et méthodes. La colonne
est préalablement étalonnée par des marqueurs, lesl@onditions décrites au paragraphe Il 2 du
chapitre 1l (pages 69). Les chromatogrammes résultants degsasatles AXOS 1 sont présentés

figures 49 a, b et c Quelle que soit l'origine du substrat utilisé poproduire des
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arabinoxylooligosaccharides, on observe une asseandg similitude des profils

chromatographiques.
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Figure 49 : Analyse des AXOS 1 par HPSEC sur colonne Aquagel OH-30 et détection DDL :
a) AXOS 1 de mais, b) AXOS 1 de blé et c) AXOS 1 de seigle.
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On observe, sur les chromatogrammes, deux picsipanx, a k 17,7 et 19,5 minutes. Le
premier pic, a & 17,7 minutes, majoritaire et représentant entre%o@®t 80 % de la masse
d’échantillon selon la source, présente un faildauéement dans sa partie ascendante. Celui-ci
correspond a I'élution d’oligosaccharides de DR/&de En se référant a I'étalonnage de la colonne
Aquagel OH-30, on peut observer que la majeuraepdés solutés présents sous ce pic sont élués
dans une fourchette dg Tomparable a celle de maltooligosaccharides &alerDP compris entre
4 et 10 é&nnexe L Il nest cependant pas possible d’en conclure lgg DP des AXOS 1, sous ce
pic, possedent la méme distribution de DP. En eféetcomportement chromatographique des
solutés en exclusion moléculaire sur gel est foet@ndépendant du volume des molécules en
solution et donc de leur structure. A masse mo#@iidentique, des oligosaccharides linéaires ou
ramifiés peuvent présenter des temps de rétentftarats. A ce niveau d’expertise du mélange
d’AXOS 1, nous pouvons seulement conclure surs$&xice d’'une distribution assez homogéne des
DP des oligosaccharides résultant de I'hydrolyseatabinoxylanes purifiés. Le deuxiéeme picga T
19,5min, correspond principalement a I'élution denwsaccharides libérés au cours du processus

d’obtention des AXOS, sans toutefois exclure lspnée d’oligosaccharides de tres faibles DP.

Trois fractions sont collectées, dans les limitesaemps de rétention, comme indiqué sur la

figure 49. Pour chacun des hydrolysats analysés, ces fnacsiont identifiées :
F1=AXOS 1, : principalement constitués d’oligosaccharide®éeclevé,
F2 = AXOS 1, : constitué des oligosaccharides de DP moyen,

F3=AXOS 13 : constitués de monosaccharides et d’'oligosacdbsude faible DP.

Un échantillon représentatif de chacune des frastainsi définies est a nouveau analysé par
HPSEC, dans les conditions expérimentales cité&segdemment. Les profils chromatographiques
des fractions AXOS .1 AXOS 1, AXOS 13 sont illustrésfigure 50. La résolution Rs entre
chacune des 3 familles d'oligosaccharides est iptei@, elle évolue entre 0,54 pour le couple
AXOS 1, et AXOS 1, et 0,92 pour AXOS 1 et AXOS 1;. Toutefois, ce préfractionnement réduit
la complexité des mélanges d’arabinoxylooligosaidila, ce qui va rendre leur expertise, par

famille de taille, plus aisée.

Les oligosaccharides élués dans les fractions AXIQS AXOS 1, et AXOS 13 sont
caractérisés par I'analyse de leur compositiontivelaen oses aprés méthanolyse ainsi que par
I'établissement de leur distribution en DP étapbe SM en mode MALDI — TOF.
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Figure 50 : Analyse par HPSEC, sur colonne Aquagel OH-30, des fractions F,, F, et F3
issues des AXOS de blé, avec détection DDL.

» Composition osidique des fractions obtenues

Les résultats sont présentiggires 51et 52
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Figure 51 : Composition osidique relative, exprimée en moles pour 100 moles, pour
chaque fraction et pour chaque source de son de céréale.
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Pour chaque céréale, les fractions AXQSet AXOS 1, présentent une certaine similitude
de composition osidique. Cette observation laisggpaser que bien qu’étant de masse molaire
différentes, les espéces constitutives de cesidracbnt des taux de greffage des chaines xylanes
par l'arabinose et le galactose comparables. Tougtefii est a noter que la résolution
chromatographique partielle de ces deux fractiomst gontribuer, pour une part, a ce taux de
similitude élevé.

La différence de composition osidique constatéeedas arabinoxylanes purifiés de blé et de
seigle d'une part et de mais d'autre part, viséalisgure 52, est retrouvée au niveau des
différentes fractions AXOS issues de ces céréadlesitre d’exemple, la teneur en arabinose,
premiere série de trois histogrammes pour chaq@idn, est moins importante dans la fraction
arabinoxylane AXm de mais (en bleu) comparativement a ce qu’elledass la méme fraction
correspondant a Axir de blé (en vert) ou de seigle (en orange). Cditemwation peut étre faite
pour les fractions suivantes issues du fractionmeérdes AXOS. On constate que la teneur en

arabinose dans les échantillons de mais est taujoférieure a la valeur mesurée pour le blé ou le

seigle.
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Figure 52 : Comparaison des proportions osidiques relatives, exprimées en moles pour
100 moles, pour chaque type d’oses et chaque fraction en fonction de la nature de la céréale

d’origine.
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> Analyse de la distribution moléculaire des fractions AXOS par

spectrométrie de masse

Compte tenu de la complexité des fractions obtenoes avons choisi le mode MALDI qui
n'engendre pratiquement pas de fragmentationsshestres de masse représentatifs des 3 fractions
sont présentéigures 53,55 et 59.

Pour les AXOS 1:

L’'analyse du spectre completigure 53, révele une distribution ionique relativement

symétriqgue de m/z 1317 a m/z 3165, avec un optiaumiz 2109.
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Figure 53 : Analyse par spectrométrie de masse en mode MALDI-TOF, de la fraction AXOS

1_, issue de mais.

149



- Chapitre IV Partie B Caractérisation physico-cligme des produits d’hydrolyse -

Un agrandissement du domaine de masse compris ¥teet 2600figure 54, domaine ou

l'intensité des signaux est la plus importantepprd’identifier trois séries d’ions différentes :

n oligopentoses substitués par le galactose etgmade 4-0-methyl glucuronique, sous la
forme M + N4,

n oligopentoses substitué par le galactose et’aeidé 4-0-methyl glucuronique, sous la
forme M + K

n-1 oligopentoses substitués par le galactosedéaglucuronique et son dérivé 4-O-methyl,

sous la forme M+Na

Ces ions correspondent aux signaux a m/z 1977, P23, pour n=12 et jusqu’au ions a m/z

2505, 2521, 2549, pour n= 16.
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Figure 54 : Agrandissement du domaine de masse 1900-2500 du spectre SM/MALDI-TOF

d’AXOS 1_; issu de mais.

On peut donc conclure que I'analyse compléte datepenet en évidence une distribution de

cesions de n =7 a (m/z 1317) a n = 21 (m/z 316Bjte distribution ionique fait apparaitre un

optimum pour n = 13 (m/z 2109). La fraction AXOS de mais est donc composeée, entre autre,
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d’'oligopentoses doublement substitués galactose aeide 4-O-methyl glucuronique et
d’'oligopentoses triplement substitués galactoséjeaglucuronique et son dérivé 4-O-méthyl.
L’existence d’autres familles moléculaires d’AXO®st pas a exclure mais leur identification est
rendue difficile par la présence du bruit de fondsgectre. On peut avancer toutefois que l'ion a
m/z 1933 peut étre attribué a un oligomeére coréstitel 13 pentoses et 1 acide glucuronique et que
I'ion a m/z 2197 correspond au méme type d'olig@@ntenant 15 pentoses.

Pour les AXOS 1=

D’un point de vue qualitatifigure 55, I'amplitude des distributions des masses moléasda
des AXOS, exprimée en nombre de résidus osidiqoestitutifs, n, est présentée dangdeleau
37 ci dessous :

Tableau 37 : Amplitude de variation du nombre n de résidus osidiques présents dans les
oligosaccharides de la fraction AXOS 1.,.

Origine de la fraction AXOS 1-2 i Nmax
Mais 5 16
Ble 5 22
Seigle 5 23

Quelle gque soit l'origine du substrat et compteuteles compositions osidiques présentées

figures 51 et 52, on observe 5 familles d’oligonsere

» des oligopentoses constitués de chaines de xytpsed’'apres la composition osidique

doivent étre faiblement substituées par de I'amaden
» des oligopentoses substitués galactose,
» des oligopentoses substitués acide glucuronique,
» des oligopentoses substitués par I'acide 4-Omeflagluronique.
» des oligopentoses substitués galactose et acidarghique

L'observation de telles substitutions des arabitenxgs de céréales par le galactose, I'acide

glucuronique ou son dérivé 4-O-méthyl est rappaitaes la littérature.
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Figure 55 : Analyse par spectrométrie de masse en mode MALDI-TOF de la fraction AXOS

1_, issue de mais.

Une analyse précise des masses des ions molésuligira famille des oligosaccharides a 5

résidusfigure 56, met en évidence I'existence de 6 especes oligques :
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25 - 767

1 701
15 4 781 833
10 731
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Figure 56 : Agrandissement du spectre de AXOS 1_, de mais.
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> Un oligopentoseM + Na* =701

> Un tétrapentose substitué hexdde+ Na* =731

> Un tétrapentose substitué acide uroniddier Na* = 745
Confirmé par(M +2Na-H)* =767 ; ion déja mis en évidence par SCHOLS (2000) et

REIS (2002).

> Un tétrapentose substitué par un acide 4-O-métbygligoniqueM + Na* =759
Confirmé par un io(M +2Na-H)* =781

> Un tripentose substitué par 2 hexodést Na* =761
Confirmé par un ior(M +2Na-H)* =783

> Un tripentose substitué par 1 hexose et 1 acidsughniqueM + Na* =775

Confirmé par un io(M +2Na-H)* =797.

Cette diversité structurale est la résultante dmiaplexité de la ramification du substrat ainsi
gue de la spécificité des hydrolases utilisées. 3 &snilles d’'oligosaccharides identifiées par eur
ions caractéristiques, pour un nombre de résidudigogs constitutifs donné, présentent des
distributions relatives qui dépendent de la natlwrsubstrat d’origindjgure 57 :

100 - B Mais Blé M Seigle
90

80
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60

50

40

30

20

li )
0 i .

n Pent (n-1) Pent+Hex (n-1) Pent +Aglc (n-1) Pent + (n-2) Pent + 2Hex (n-2) Pent+ Hex
40meAcGlc +AcGlc
m/z 701 m/z 731 m/z 744 m/z 759 m/z 761 m/z 775

Figure 57 : Représentativité des ions caractéristiques de chaque famille d’oligomeéres en

fonction de Ia nature des substrats d’origine.
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Pour le blé et le seigle, I'ion de la forme oligofmse est toujours majoritaire, ce qui n'est pas
observé pour le mais, ou celui de la forme desop#gtoses substitués acide uronique est
prépondérant. De plus, quelle que soit I'origine deabinoxylanes substrats, I'ion représentant les
oligopentoses substitués galactose est toujoursritaime. Toutefois, compte tenu des variations de
rendement d’ionisation, les proportions relativess dons moléculaires ne sont pas forcement

représentatives des familles moléculaires qui$ent associées.

La confirmation de la composition de ces différenfamilles est établie sur la base des
spectres de masse induits par collision des iongaulaires de celles-ci. Les analyses ont été
réalisées sur un spectrometre de masse MALDI-QTiOf@le MS-MS. Un spectre caractéristique
de filiation d’un heptapentose monosubstitué agldeuronique, a m/z 1141, est préseig@re
58. Il apparait des ions de fragmentations compéstia m/z = 965 et m/z = 1009 correspondant
respectivement a la perte d’'un résidu acide gludgree ou d’'un résidu pentose, la premiere voie de
fragmentation étant privilégiée. Les deux ions imes, 965 et 1009, subissent a leur tour une
cascade de fragmentations par perte de pentosespondant aux ions caractéristiques du spectre

figure 58 :
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Figure 58 : Spectre de masse en mode MS-MS sur I'ion a m/z 1141 de Ila fraction de AXOS

1_, issue de mais.
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Il apparait également une voie de fragmentatioorsdaire par perte d’eau a partir de l'ion
moléculaire a m/z 1141 donnant un ion a m/z 1128 suite de cette perte d’eau, on retrouve les
deux voies de fragmentations compétitives précedamhroitées, conduisant soit a la perte d’'un
résidu acide glucuronique (m/z 176) puis de pestoseit de résidu pentoses (m/z 132). Les ions

engendrés par chacune des deux voies sont resraetiv :
lon primaire a1123 O1°~ 947 O 0¥~ 815 O~ 683 O~ 551

lon primaire a1123 O™F- 991 O~ 859 O~ 727 OWP- 595

Ces mémes analyses en mode MS-MS, ont été réalmaas chacune des 5 familles
d’oligosaccharides identifiées. Les résultats sorisentés erannexe 7 C'est ainsi que pour
I'octapentose a m/z 1097, il n’est observé qu'uascade de fragmentations résultant a chaque fois
d'une perte de résidu pentosmiexe Y. Pour I'heptapentose substitué galactose, a ti27,1lon
constate 2 fragmentations primaires compétitivese(t : perte galactose ou voie 2 : perte pentose)

suivies de perte de pentosasriexe Y.

Toutefois, malgré l'existence de ces nombreusegsvaie fragmentation confirmant les
compositions des familles moléculaires identifi§eSce aux spectres de masse obtenus en mode
MALDI — TOF, il n'est pas possible de localiser [@ssitions des substituants arabinose, galactose,

acide glucuronique ou son dérive, sur les chaitmigoxyloses.

Pour les AXOS 13

D’un point de vue qualitatif, l'amplitude des dibtitions des masses moléculaires des AXOS
13, exprimée en nombre de résidus osidiques cornfsjtnt est comprise entre 2 et 4. L'analyse du
spectre, en mode MALDfjgure 59, permet de caractériser deux familles moléculateat I'une
correspond a des oligopentoses et l'autre a dgspEntoses substitués hexose. Cette observation

est valable quelle que soit I'origine des AXOS.
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Figure 59 : Analyse par spectroscopie de masse en mode MALDI-TOF de la fraction AXOS
1.3 issue de blé.

Les espéces moléculaires identifiables dans chaderdeux familles sont indiquées dans le
tableau 38suivant :

Tableau 38 : Espéces moléculaires présentes dans les AXOS 1..

Nombre de Famille oligopentose substituée
o o Famille oligopentose
residus osidiques galactose
n M+Na™ M+Na™ dont n’ hexose
2 305 335 n'=1
3 437 467 n'=1
4 569 599 n'=1

Les proportions relatives des ions pseudomolé@adaaaractéristiques de chaque famille
définie, varie en fonction de n. Lorsque n = Zficorrespondant au dipentose est trés majoritaire,

pour n>2 cette difféerence de représentativité estement atténuée. Ces difféerences ne sont
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toutefois pas transposables aux espéces moléaukdsociées, du fait de la méconnaissance des

rendements d’ionisation.

II Analyse de la fraction AXOS 2

Du fait de la similitude entre les profils HPSECsdeerméats de I'étape de diafiltration,
AXOS 2, et ceux des fractions AXOS,Iriches en oligosaccharides de DP compris enéte42 on
peut soupgonner la présence d’especes molécutlregsses voisines dans les deux fractions. En
conséquences les perméats, AXOS 2, ont été exgmedis d’évaluer leur intérét pour les tests de

mesure d’activité prébiotique a venir.

IT 1 Analyse de la composition osidique par CPG/SM

Les résultats sont présentés darfigglare 60 ci-apreés.

Ara [ Y Gal Glu
801 A/X=184
(_H AJX = 0,07 A/X = 0,91
(9]
@ 60 A
3
~ 40 -
=}
o
o
)]
(3]
© 20
S
0
AXOS 2 AXOS 2 AXOS 2
Blé Seigle Mais

Figure 60 : Composition osidique des différentes fractions AXOS 2, exprimée en moles

pour 100 moles d’oses.
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La composition osidique des fractions AXOS 2 eshdci@risée par un accroissement des
rapports A/X d'un facteur 10 a 4, comparativemeneax mesurés pour les AXOSfilgure 61 cCi
dessous. L'augmentation de ce rapport est liee préaence d’arabinose a des concentrations
élevées dans les perméats d'ultrafiltration. Cetbservation confirme I'hypothése émise au
paragraphe | 1, concernant I'’hydrolyse préeféereletidés liaisong 1-2 arabinose — xylose au cours

de 'etape de traitement des A% par le TFA.
2 -

1,5

Rapport A/X
'_\

.| ] o

AXOS 1 ‘ AXO0S2 | AXOS 1 ‘ AXO0S2 | AXOS 1 | AXOS2

Blé Seigle Mais

Figure 61 : Comparaison des rapport A/X dans les différentes fractions issues du
processus d’hydrolyse

des AX,,ir de blé, de seigle ou d’AX.,, de mais.

Le rapport A/X des fractions AXOS 2 issues de l'tojgse chimique des arabinoxylanes de
blé est environ deux fois supérieur a ceux des @atsnseigle et mais. Cette observation peut étre
corrélée a I'existence de ramification de natuir@érique contenant 2 arabinoses et 1 xylose, mise
en évidence par YAMADA (1994), dans le son de bl@’est pas fait mention dans la littérature de

la présence de telles ramifications dans les serseigjle et de mais.

IT 2 Analyse de la distribution de tailles des AXOS 2

I 2 1 HPLC en phase normale

Les profils chromatographiques sont présefitgge 62, ainsi qu’enannexe 9L’étalonnage

permet d’identifier et de quantifier les présencegoritaires d’arabinose, xylose et xylobiose. Les
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proportions relatives des trois oses majoritaig sndiquées dans kableau 39ci dessous pour
chacune des céréales :

Signal détecteur
2000,00

1800,00] Arabinose
1600,00|
1400,001

Xylobiose
1200,00 /

>

€ 1000,001
800,007 Xylose
600,007
400,007

200,007

T T T T T T T T L e L L
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00 1500 16,00
Minutes

Figure 62 : Analyse de AXOS 2 de seigle par HPLC en phase normale sur gel de silice
greffée amonipropyle et détection réfractométrique.

Tableau 39 : Proportions relatives des différents oses identifiés par HPLC en phase normale,

exprimées en moles pour 100 moles d’oses identifiés.

Composition AXOS 2 de blé AXOS 2 de seigle AXOS 2 de mais
Arabinose 67,4 65,9 49,3
Xylose 2,9 3,3 12,9
Xylobiose 29,6 30,8 37,8

Les pourcentages molaires d’arabinose libre etyttes& libre ont été confirmés par GPG/SM,

sans méthanolyse préalable des échantillons (aésulon présentés).

Il 2 2 Spectrométrie de masse en mode electrospray ESI

Afin de s’affranchir de l'interférence des ions matrice dans la zones des faibles masses
moléculaires, propre au mode MALDI, les fractions@S 2 ont été analysées en mode ESI suivant
les conditions décrites page 209 du chapitre Malgat méthodes. Les spectres sont illudigése

63 et enannexe 8l révele la présence d’'une famille homologudid@pentoses, constituée de 1 a
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5 résidus identifiés par deux séries d’ions d’uag pour M+NH" a m/z 168, 300, 432, 564, 696 et
d’autre part a m/z 150, 282, 414, 546 et 678 cpmaedant a une perte deHdes ions de la série
précédente. L'analyse MS-MS par collision induiie Kion a m/z 282 fait apparaitre une filiation
par perte successive de 4 molécules d’eau (iom fitdz 264, 246, 228 et 210) confirmant la nature

osidique de cet iofannexe &

De facon tres minoritaire, des ions caractérissqdeine famille oligopentoses (de 1 a 3
résidus) substitués par un galactose a m/z 330,e4@94 correspondant a la forme M+NH
confirmés par des ions pseudomoléculaires, apms g&l,O a m/z 312, 444 et 576, sont détectés.
Ces résultats sont comparables a ceux observé@dolanalyse de la fraction AXOS3len mode
MALDI.

2592

e 282,1

330,1 462,0 594,0

Relative Abundance
o
7

377.2
5] 546,3
] 168,0 o 3001 4141

696,0

1| 1500
10
5% 199.2 2433
BT MUWIWND.

Y P T T oTT LIS LA S B B B B B TT T T
150 200 250 900

8410 879.0

731 8104

Figure 63 : Analyse d’AXOS 2 issus de mais, par SM en mode ESI.

L’ion & m/z 377 semble appartenir a une série hogw# de 5 résidus osidiques (m/z 245,
377, 509, 641, et 773) pouvant contenir 4 pentosass il n'est toutefois pas possible d’en
confirmer la composition exacte. L'ion majeur desjpe a m/z 259, correspondant au pic de base
du spectre subit une perte de 60 UMA corresponttaatcertainement a la double fragmentation
interne d’un cycle osidique (DOMON 1988).
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En guise de conclusion a ce chapitre, I'hydrolypgnaisée des arabinoxylanes de céréales
conduit & I'obtention de deux fractions d’'intér@emtifiées AXOS 1 et AXOS 2. Les principales

caractéristiques en terme de taille et de natuseotigosaccharides constitutifs sont resumées dans

le tableau 40ci-dessous :

Tableau 40 : Principales caractéristiques des fractions oligosaccharidiques retenues pour les tests

d’activité biologique.

Caractéristiques

AXOS 1

AXQOS 2

Distribution de tailles,
exprimée en nombre de

résidus osidiques n

Oligomeres majeurs

5<n<10

Nature des familles
identifiées pour un
nombre de résidus n

donné

(Pent*),
(Pent*)n.1 , (Gal)4
(Pent*)n-1, (GIcA);

(Pent*),.1 , (4-O-Me
GlcA)1
(Pent*)n-2 , (Gal)z

(Pent*)n2 , (Gal)y,
(G'CA)l

(Pent*)n
(Pent*)n.1, (Gal):

*Pent : Xylose ou Arabinose

Il est reconnu que l'activité prébiotique d’'un agaccharide est en partie déterminée par sa
taille (DP 2 a 9, cf. Chapitre I). Nous constatgag les fractions AXOS 1 et AXOS 2 contiennent

des especes moléculaires de tailles comparablegll@és cexistantes dans des mélanges de
prébiotiques reconnus tels que les FOS de RP9xeDRit AXOS 1 et AXOS 2 présentent un
intérét biologique potentiel dont I'expertise vadéd’objet du chapitre suivant.
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Parmi les différentes familles d'oligosaccharidesonnues aujourd’hui comme prébiotiques,
présentées au chapitre I, les xylooligosaccha(M€sS) ont fait I'objet de plusieurs études, a lesfo
in vitro et in vivo. Les auteurs ont utilisé soit des préparations reerniales, telles que
Xylooligosaccharides 70 de Suntory (Japon) soitptéparations obtenues au laboratoire par divers
procédés et a partir de différents substrats vagethe mélange Suntory a été testé par
CRITTENDEN (2002) sur une grande variété de soublaeteriennes, il s’est révélé efficace pour
la croissance de certainsfitlobacterium et lactobacillus Ces résultats valident ceux obtenus
antérieurement par OKAZAKI (1990) et JASKARI (1998 des XOS issus d’avoine. Par ailleurs,
des essais réalisés sur feces humains font appanai augmentation préférentielle du nombre de
bifidobactéries lorsque des XOS sont utilisés corsmée source de carbone (RYCROFT 2001).
vivo, chez le rat, I'effet bifidogene des XOS a égaletmété prouvé par CAMPBELL (1997). Les

XOS stimulent encore mieux la croissance que IeS.FO

Récemment, ZHANG (2005) a montré que la biomassenok apres 48h d’une culture de
Bifidobacterium adolescentisugmente d’'un facteur deux puis trois lorsquepeesvement, le
xylobiose et le xylotriose remplacent le xylose ocwoenseule source de carbone. Le méme
laboratoire (XU, 2001) avait déja démontré que Igloliose et le xylotriose étaient
préférentiellement métabolisés par la méme souab&benne lorsqu’ils étaient apportés dans un
mélange plus complexe de XOS avec des DP supéri€ess auteurs ont démontré la sécrétion
d’enzymes extracellulaires qui dégraderaient lenés supérieures en oligomeéres de plus faible DP
et permettraient ainsi aux XOS du mélange d'étnméatés.

Enfin KABEL (2002a) a étudié I'effet de differemds<OS, produits a partir d’eucalyptus, sur
la vitesse de fermentation et la production d’agjd®s a chaine courte AGCC, lors de tastdtro
sur des inocula de féces humains. Il a été congtatdes XOS non substitués et les AXOS étaient
fermentés plus facilement que les AXOS acétyléspotteurs de substituants hexose, acide

glucuronique ou son dérivé 4-O-méthyle.

Compte tenu de I'ensemble de ces résultats il rstiapparu opportun d’évaluer le caractére

prébiotique de la fraction AXOS 1, dans un prentiemps, sur deux souches probiotiques
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reconnues et ayant déja fait I'objet d’étuddifidobacterium longun{CRITTENDEN 2002) et
Lactobacillus plantarum

La fraction AXOS 2, contenant non seulement dess a@mples mais aussi des formes
oligomériques de faible masse, tel que le xylobitgeeu substituées a également été testée et deux
souches probiotiques supplémentai@kstridium butyricumet Bacillus cereusont été mises en

ceuvre pour caractériser leur activité.

I Choix des souches probiotiques cibles

Quatre souches probiotiques ont été seélectionnéas gtudier les propriétés prébiotiques
potentielles des AXOS produits a partir des diffiésesons de céréales. La nature et l'origine des

bactéries utilisées sont indiquées dartaldeau 41ci-dessous :

Tableau 41 : Identification des souches probiotiques sélectionnées

Produit probiotique d’origine et

Identification de la souche probiotique f .
ournisseur

Probiotique humain commercialisé au

Bacillus cereus .
Vietham

Probiotique humain commercialisé sous la
Clostridium butyricum référence Biobaby, Ildong Pharm Co LTD,
Corée

Probiotique humain commercialisé par

Lactobacillus plantarum 299v Probi AB, Suéde

Souche isolée d’intestin humain, CIP

Bifidobacterium longum 64.62, Institut Pasteur, France

Nous avons choisi de tester des microorganismaesaa&érobis pour les uns et anaérobis
strict pour les autres, appartenant a des genfemgtides commensaux du tractus intestinal :

» Bifidobacterium longumbactérie anaérobie stricte qui peut représeatauja 90% de la
flore microbienne au niveau du célon (BALLONGUE9B9. Parmi les différentes especes
de bifidobactéries,Bifidobacterium longum est celle qui a déja été identifiée par
CRITTENDEN (2002) comme étant apte a fermentern®s.

» Le choix deClostridium butyricumbactérie également anaérobie stricte, est kécapacité

de la bactérie de produire d'importantes quantéscide butyrique au cours de sa
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croissance. Cet acide gras a chaine courte, AGEQ, ipduire plusieurs effets bénéfiques
au niveau du colon, comme en atteste les obsengatie FOOKS (1999) notamment.

* Les souches probiotiqudsactobacillus plantarumet Bacillus cereus microorganismes
respectivement aéroanaérobie et aérobie toléranété mis a disposition par le Laboratoire
de Microbiologie et Biochimie Appliquée, LMBA, déENITA de Bordeaux. Ces deux
souches font I'objet d’'une étude concernant l'idferation d’entités moléculaires présentes
a leur surface et impliquées dans l'interactioncaMedte. Ce travail est conduit dans le
cadre d'une collaboration LMBA/IECB/LCSN. La relai bactérie/hdte est abordée au
travers de tests d’adhésionvitro sur différentes cibles telles que les protéineadpatrice
extracellulaire, la mucine gastrique ou bien dgedes de cellules épithéliales intestinales.
L’étude de l'effet d’oligosaccharides prébiotiquestentiels sur ces deux souches, peut
présenter un intérét en relation directe avec dayacité d’adhésion in vitro. En effet, des
travaux récents, réalisés sur des souches probéstigactobacillus reuteri(JONSSON
2001) ont montré que les conditions de cultureoeamment I'addition de glycoprotéines ou
de substances glucidiques, pouvait affecter denfh@méfique la capacité d’adhésion de la

bactérie.

II Controle des effets des oligosaccharides sur les souches

probiotiques

L’effet de I'addition d'oligosaccharides dans lelieu de culture d’une souche probiotique est
guantifié en suivant d’'une part la croissance deroarganisme et sa capacité a produire des AGCC
d’autre part. Pour I'une des 4 souches testBesjllus cereus nous avons également suivi la

sporulation.

L’évolution de la population bactérienne, au codesla croissance, est estimée par mesure
d’absorbance a 570 ou 600nm dans les conditiongiefpage 215 du chapitre Matériels et
Méthodes, pour chaque souche testée. La corréletitre I'absorbance a 570 ou 600nm et le
nombre de bactérie présentes dans le milieu dareulexprimé en UFC.nit, est établie a I'aide
d’une courbe étalon DO= f(UFC.rit). pour chaque souche.
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Le dosage des AGCC au cours de la croissance leactér peut étre réalisé par CPG, aprés
une extraction a I'éther diéthylique des acides gmasents dans le milieu de culture, suivi d’'une
dérivation au N-(tert-butyldiméthylsilyl)-N-methyifluoroacétamide ou MTBSTFA, contenant 1%
de TBDMCS selon la méthode de SCHOOLEY (1985) antpar HPLC sur colonne Aminex
HPX87-H (Biorad) selon MORALES (1998). Les deux hoétes ont été mises en ceuvre dans le
cadre de notre étude. La techniqgue CPG a été rapitteabandonnée au profit de la méthode
HPLC du fait des faibles rendements d’extractionligéher des AGCC des milieux de culture. Les
conditions opératoires pour le dosage des acides @rchaine courte par HPLC sont indiquées
pages 211-213 du chapitre Matériels et Méthodesdlanne Aminex HPX 87-H est étalonnée a
I'aide d’acides, acétique, propionique, butyrigualgrique et 3-méthyl valérique, ce dernier servant
d’étalon interne et enfin avec I'acide lactiquesldroites d’étalonnages relatives a chaque AGCC
sont présentées figure 77, page 213 du chapitreérdlt et méthodes. Cette technique
chromatographique permet de nous affranchir dapg&timitante d’extraction des acides gras par
solvant. L’échantillon de surnageant de culturdtssdulement une dilution au dixiéme dansSBy
5mM, puis une clarification par centrifugation awvaml’étre injecté sur la colonne

chromatographique.

Le contrdle de la sporulation n’a été réalisé qaerpa souchd3acillus cereusLes spores
sont dénombrées apres coloration de Gram et oliservenicroscopique. Les résultats sont
exprimés en nombre de bactéries sporulées pourbabtéries dénombrées (formes sporulées +

formes végétatives).

III Etude des effets des AXOS sur les souches probiotiques

sélectionnées

Les conditions de culture propres a chaque soucl¢étienne sont indiquées page 215
chapitre Matériels et Méthodes. Afin de comparitérét des arabinoxylooligosaccharides a celui
d’'un mélange prébiotique de référence, des essaisoissance sont réalisés pour chague souche en
présence du cocktail de fructooligosaccharides RFP®ur s’affranchir de l'interférence possible,
lors des tests de croissance, des monosacchanttese et arabinose présents dans les fractions

AXOS 1 et AXOS 2, des essais témoins sont réaksiesdes milieux de culture ou la source
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carbonée est apportée sous forme de xylose oubitiase. Enfin, pour valider les conditions de
culture propre a chaque souche, leur croissanctestste d’'une part sur un milieu ou le glucose
constitue la source carbonée (témoin positif) attte part sur milieu sans apport complémentaire

de source carbonée glucidique (témoin négatif).

III 1 Essais sur Lactobacillus plantarum 299v

Les résultats des tests de croissance sont présigni@s 64a, 64hbet 65.

On observe une parfaite corrélation entre I'absamcbamesurée a 570nm et la concentration
bactérienne exprimée en UFC.thifigure 57a et 57b). Les AXOS 1 issus de blé, elgls et de
mais dans une moindre mesure, engendrent une aatiélio de la croissance deactobacillus
plantarumcomparativement aux témoins milieu de culture safdition d’ose ou avec addition de
xylose (57a, 57b). Bien que I'effet observé sdiéiieur a celui produit par le mélange de FOS de
référence RP95, 'amélioration de la croissancéatdobacillus plantarumconstatée en présence
des fractions AXOS 1 doit étre considérée commefigtive et traduisant un effet prébiotique des
arabinoxylooligosaccharides, si I'on se réféere snaxaux de CRITTENDEN (2002). Les auteurs
attribuent un caractere prébiotique a la préparabiayosaccharidique testée des lors que celle-ci
engendre un accroissement de 0,1 DO, aprés 18hitdeeg comparativement aux valeurs mesurées
sur témoin négatif (milieu de culture sans additiase).

1,2

—a—MRS + RP95
—=— MRS +AX0S1

Mais

—X— MRS +AX0S1
Seigle

—%— MRS + Xylose

—e—MRS Témoin -

0 | | | | |

0 5 10 15 20 25
tempsenh
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Figure 64 : Courbes de croissances de Lactobacillus plantarum 299v sur milieu de culture
MRS complémenté par différentes sources carbonées :
a) suivi estimé par mesure de DO a 570nm,

b) suivi estimé par dénombrement des bactéries.

1,2E+10 - m12h W 24h
1,0E+10 -
8,0E+09 -

6,0E+09 -

UFC.mL*

4,0E+09 -

2,0E+09 -

0,0E+00 -
Glc Fru Xyl Témoin FOS AXOS1 AX0OS1 AXOsSs1
négatif RP95 mais blé seigle

Figure 65 :Croissance de Lactobacillus plantarum, aprés 12 et 24h de culture en milieu
MRS complémenté par différentes sources carbonées, exprimées en UFC.mL™* de milieu de

culture.
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Bien que la croissance de la souche soit supéraddunefacteur 10 en présence de glucose ou
de fructose, figure 65, en aucun cas nous ne desamgparer I'effet des AXOS ou des FOS a ceux
des deux monosaccharides cités. En effet, le glucosle fructose ne peuvent étre considérés
comme des prébiotiques du fait de leur absorptiénqre au niveau intestinal et par conséquent de
leur indisponibilité pour stimuler la croissance te flore endogene au niveau du célon

principalement.

L’acide lactique et les acides gras ont été doaésoars de chaque essai de croissance apres

24h de culture. Les résultats sont illusfigare 66.

L’absence de production d’acide lactique et I'afgfmar d’acide acétique dans les milieux de
culture contenant les AXOS 1 ou les FOS, révélesitperturbations métaboliques consécutives au

changement de source carbonée.

Acide lactique Acide acétique
25 4

20 A

15 A

mg.mL ™

tem ‘ Glc ‘ Fru ‘ Xyl FOS mais ‘ blé ‘ seigle
RP95 AXOS1

Figure 66 : Dosage de l’acide lactique et des acides gras a chaine courte, aprés 24h de
culture de Lactobacillus plantarum sur milieu MRS complémenté par différentes sources

carbonée.

ITI 2 Essais sur Bifidobacterium longum

Parmi les oligosaccharides testés, les AXOS 2sa2i2é de culture, induisent un effet positif
sur la croissance d&ifidobacterium longuntomparable a celui observé pour les FOS de raféren
RP95 figure 67 :
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Figure 67 : Croissance de Bifidobacterium longum, aprés 22 et 33h de culture sur milieu

RP95 Mais Blé Seigle Mais Blé Seigle

M20 complémenté par différentes sources carbonées.

Apres 33h de culture la bactérie continue de a@p#teulement sur les milieux complémentés

en xylose, arabinose ou FOS RP95.

Les fractions AXOS 2 stimulent de maniére signifies, si I'on se référe aux observations de
CRITTENDEN (2002), la croissance dafidobacterium longumEn effet, les augmentations
d’absorbance aprés 22 et 33h de culture sont supés d’environ 0,35 unité a celles mesurées
pour le témoin négatif. Cet accroissement de D@trpas observé pour les fractions AXOS 1. La
présence des substituants galactose ou acide ghique sur les chaines d'oligopentoses
constituants cette fraction sont probablementrgiioe de I'absence ou de la trés faible dégradatio

des AXOS 1 par I'équipement enzymatique de ceshast

Toutefois I'effet des AXOS 2 peut étre en partigilaé a I'arabinose libre présent dans ces
fractions, ou il constitue 35 a 40% des oses tothaxcomparaison des absorbances a 570nm
atteintes aprés 22h de culture dans les essaishasabet AXOS 2 (figure 67), ou le
monosaccharide est aux concentrations respectaésng.mL* et 1,8 & 2mg.mt confirme cette
hypothése. Ce constat montre combien il est impbdatablir une caractérisation approfondie des
mélanges oligosaccharidiques avant d’en évalugydeantialités prébiotiques, ceci afin d’éviter des
interprétations hasardeuses ou erronées. La sfabié la DO a 570nm et de la population
bactérienne dans les essais de culture sur AX@8r2pbservée lors de la croissance sur arabinose,
xylose ou FOS, peut traduire une atteinte de lss@haationnaire plus précoce. Des mesures
complémentaires de la concentration bactérienndetude 33h seraient nécessaires pour confirmer
cette hypotheése. Il est a noter que le xylobios&egaglucide majoritaire des AXOS 2 n’engendre

aucune ameélioration de la croissance de la bactéoimparativement au témoin négatif.
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CRITTENDEN avait constaté que deux des trois samiathe Bifidobacterium longumtestées
utilisaient le mélange prébiotique Suntory 70 cos#pde xylooligosaccharides de DP compris entre
2 et 5, donc contenant du xylobiose. Mais le mé&acgmmercial contient aussi environ 30% de
xylose qui, d’aprés nos résultats est utilisé Bifidobacterium longumNotre observation montre
gue l'effet prébiotique d’'un oligosaccharide, ieixylobiose est trés dépendent de I'espéce pour un
genre donné. En effet ce disaccharide stimule @assance deBifidobacterium adolescentis
(ZHANG 2005) et ne produit aucun effet sur celleBifedobacterium longum

La comparaison des concentrations bactérienneslesessais inuline (polymére de fructose)
et FOS RP95 illustre bien 'importance du criteré @ans I'effet prébiotique des oligosaccharides.
Ici, la forme polymérique n’induit aucune stimutati de la croissance. Ceci est en accord avec
certains résultats de la littérature (ROSSI 2005).

La production de AGCC, aprées 24h ou 33h de cultusté mesurée pour chaque essai de
croissance. Aucune variation significative des emti@ations des acides gras a chaine courte dosés

n'est observée et ceci quelle que soit la natuda deurce carbonée mise en ceuvre.

IIT 3 Essais sur Clostridium butyricum

La bactérie probiotique anaérobie stricte a étévéd en présence des différentes sources
d’AXOS, de monosaccharides et de FOS. La croissastcévaluée apres 24h, 32h, 48h et 56h de
culture, exclusivement par des mesures d’absorbeBd@®nm et ceci pour des raisons pratiques. En
effet, le dénombrement des bactéries par comptageosie de Pétri est rendu trés délicat du fait de
la tres grande sensibilité de cette espéce augsrdoxygene. Les résultats sont présefitgse
68 :
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Figure 68 : Croissance de Clostridium butyricum aprés 24, 32, 48 et 56h de culture en

milieu TS supplémenté par différentes sources carbonées, exprimée en DO mesurée a 570nm.

L’évolution de I'absorbance en fonction de la dudéeculture est différente lorsque la source
carbonée est un monosaccharide (Glc, Fru, Xyl) numélange d'oligosaccharides (AXOS 1,
AXOS 2 et RP95). Avec le glucose et le fructosesri@ssance n’est effective qu’a partir de 48h et
la population bactérienne, traduite par la DO anb70reste constante jusqu’a 56h. Dans le cas des
AXOS, FOS, et du témoin négatif sans addition d’desedémarrage de la culture semble plus
précoce, entre 24 et 32h, puis on observe une cwta DO entre 48 et 56h. Parallélement aux
mesures d’absorbance, des observations microsaspignut été réalisées a différents stades de la
culture et pour différents substrats osidiques. plestographies sont présentéigsire 69. Lorsque
Clostridium butyricum est cultivé sur un milieu ou la source carbonéé ws mélange
d’oligosaccharides, sa morphologie est modifiéecaurs des 30 premieres heures de culture. La
bactérie prend tout d’abord un aspect trés filifeympuis au dela de 48h, la bactérie retrouve sa
morphologie classique en batonnet. Cela n’est pasrgé si la culture est réalisée sur glucose ou

xylose.
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Changements I

morphologiques
observables

Figure 69 : Photographies de Clostridium butyricum dans différentes conditions de

culture, apreés coloration de Gram.
a) Préculture de Clostridium butyricum sur milieu TS standard,
b) Culture de 24h de Clostridium butyricum sur TS avec AXOS 1 de blé,
c) Culture de 24h Clostridium butyricum sur TS complémenté par Gic,
d) Culture de 48h Clostridium butyricum sur TS avec AXOS 1 de blé
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Compte tenu du fait que la croissanceGlestridium butyricumest suivi exclusivement par
mesure d’absorbance a 570nm, on peut émettre lthgpe selon laquelle les modifications
morphologiques de la bactérie sont, en partieprigine des variations de DO observées au cours
des 30 premiéeres heures de culture. En effet, digihion et la diffusion de la lumiere par la
suspension bactérienne étudiée, dépendent étraitadedla forme des particules en suspension et
de leur éventuelle capacité a former des agrégatgefois, méme si l'interprétation des résultats
de croissance est rendue difficile, on observe pyg® 48 et 56h I'absorbance des cultures en
présences des AXOS 2 est significativement supiéride 0,1 a 0,15 unité a celles du témoin
négatif, des FOS RP 95 et des AXOS 1. La faibleeotration en xylose dans les fractions AXOS
2 estimée & 0.15mg.rl_soit 3% pds/pds des oses totaux, ne peut épemsable de I'effet positif

sur la croissance induit par les arabinoxylooligosarides de faible DP.

La fraction AXOS 2, issue de blé, stimule égalemarmgroduction d’acide butyriquéigure

70:
Acide Lactique Acide acétique m Acide butyrique
1 .
0,8
-« 06
—
S
=)
IS 0,4 -
N I I l
0
tem FOS RP95 AXOS2 BIé

Figure 70 : Dosage de I’acide lactique, et des acides gras a chaine courte aprés 48h de
culture de Clostridium butyricum sur milieu TS complémenté par différentes sources

carbonées.

La concentration de cet acide gras, dans le ma@as 48h est multipliée par un facteur 2,2 et
1,4 respectivement par rapport au témoin négatlidtOS RP95. L'effet des fractions AXOS 2 de
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mais et de seigle n'a pas été mesuré. L'accroissedaela concentration en acide acétique, induit
par les AXOS 2 de blé, est comparable a celui @Bsaavec le glucose et le xylose.

La production de butyrate en présence d’AXOS 2tpes attribuable au xylose libre dans
cette fraction oligosaccharidique, ou il représes¢eilement 3% des oses totaux. Par contre
'arabinose, un des constituants majoritaires d©BA 2 (35 a 40% des oses totaux), qui est
meétabolisé paClostridium butyricum(@annexe 1P peut étre a l'origine de I'accroissement de la
concentration en buryrate. Des essais complémestde croissance de la bactérie sur arabinose et
également sur xylobiose, autre constituant majogit@les AXOS 2, seront nécessaires pour

attribuer la production de butyrate a une sourckarge particuliere.

III 4 Essais sur Bacillus cereus

Au cours de cette derniere série d’essais, noussagrclu les fractions AXOS 1 qui se sont
révélées sans effet sur la croissance des deugdmgtes souches probiotiques. Les cultures ont été
mises en ceuvre sur deux milieux de base : MuelieteH (MH) avec amidon et sans amidon. La
composition de ces deux milieux est indiquées [Zdde chapitre Matériels et Méthodes. Ceux ci
peuvent étre complémentés en sources carbonégpalenbnosaccharides, FOS ou AXOS 2 aux

concentrations indiquées dangdbleau 42ci-dessous :

Tableau 42 : Nature et concentrations des sources carbonées additionnées au milieu MH pour la
culture de Bacillus cereus.

Nature et concentration
Essai Milieu de culture testé de la source carbonée
additionnée en g.L-1

let8 Sans addition d’ose
2et9 Arabinose* : 1g.L-1
3etl0 Xylose* : 0,2g.L-1
4etll MH avec amidon et sans amidon FOS RP95 : 3g.L-1
5et12 AXOS 2 blé : 3g.L-1
6etl3 AXOS 2 seigle : 3g.L-1
7 et 14 AXOS 2 mais : 3g.L-1

* -Les concentrations de ces deux monosacchariaies leé milieu de culture sont définies sur

la base de notre connaissance des proportionssde@maes oses dans les fractions AXOS 2.
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Les essais numérotés de 1 a 7 correspondent aaxdtesulture en présence d’amidon, ceux

notés de 8 a 14 sont réalisés avec un milieu Mid aamdon.

L’évolution de la population bactérienne est sup@ mesure de DO a 600nm ainsi que par
un dénombrement des colonies. Les cinétiques dissartce deBacillus cereus dans ces
différentes conditions expérimentales sont présarfigures 71a 71b, pour le suivi en DO a
600nm,72aet 72b pour le suivi en UFC.mL
-=- -1:MH

a) L % -3:MH+ Xyl - -e- -4 : MH + FOS RP95
—o—6 : MH + AXO0S2 Seigle

12

10 A

DOe0o
o

0 ’ T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
temps en heures

b) -u- - 8: MHsa
=X- =10 : MHsa + Xyl - =¢- =11 : MHsa + FOS RP95
—e—13: MHsa + AXO0S2 Seigle

DOe0o

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

temps en heures

Figure 71 : Courbe de croissance de Bacillus cereus, complémenté par différentes
sources carbonées, suivi par DO a 600nm :

a) sur milieu MH avec amidon, b) sur milieu MH sans amidon.
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Le suivi de croissance par la seule mesure néplidtimme a 600nm met en évidence un effet

positif des AXOS 2 comparativement aux autres mmitestés (figure 71a et b).

Cela n’est pas confirmé lorsque les bactéries d@mbmbrées par comptage sur boite de Pétri,
figure 72a et b Ainsi que nous l'avons signalé précédemment [lostridium butyricum les
variations d’absorbance mesurées peuvent étretasdpiar un changement de morphologie du

bacille.

Cette hypothese est confirmée par le dénombrenenspores au cours de la culture, figure
73a, 73b La sporulation déacillus cereusa l'origine d’'un changement morphologique notable
des cellules, est 2 fois plus importante avec X©8 2, aprés 24h de culture. Dans tous les cas, le
pourcentage de bactéries sporulées est supériesqui celles-ci sont cultivées avec les
arabinoxylooligosaccharides de sons de céréalephBaomeéne n’est pas induit par le xylose ou

I'arabinose libres présents dans les AXOS 2, commi&moigne les figures 67.

L’attribution de I'activation de la sporulation @acillus cereus un ou plusieurs constituants
des AXOS 2 nécessitera un complément d’expertisgerhit notamment intéressant de tester le
comportement de la bactérie en présence de xy®besgre ose majoritaire dans la préparation
d’AXOS 2. Cependant 'augmentation trés signifiecatde la sporulation du probiotiquBscillus
cereus induite par les AXOS 2 de sons de céréales, restobservation d’'intérét majeur. En effet,
dans le cadre d’'une application industrielle, lesbptique du genr8acillus sont commercialisés
principalement sous leur forme sporulée (SENESD420ce qui leur confére une meilleure
résistance lors de leur transit dans la partieehdut tractus gastro-intestinal. On comprend ainsi
aisément l'intérét de définir des conditions detunal favorables a la sporulation (CARTMAN,
2004, HONG 2005).
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Figure 72 : Courbe de croissance de Bacillus cereus, complémenté par différentes

sources carbonées, suivi par dénombrement des colonies :

a) sur milieu MH avec amidon ; b) sur milieu MH sans amidon
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Figure 73 : Contrdle de la sporulation au cours de la croissance de Bacillus cereus,

temps en heures

complémenté par différentes sources carbonées :

a) sur milieu MH avec amidon, b) sur milieu MH sans amidon
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Ces résultats nous ont confortés dans notre voltiatpertiser I'incidence des conditions de
culture de la bactérie probiotique sur sa capadit&lhésionin vitro. L'intérét du mélange
d’oligosaccharides devient encore plus importawcesii-ci permet de concilier accroissement de la
résistance de la bactérie probiotique aux conditimicro-environementales et renforcement de sa

capacité d’adhésion a la muqueuse intestinaleplieilidoit manifester son activité.

Les tests d’adhésion ont été réalisés sur desresltle 24h et la cible choisie est la mucine
gastrigue. Les conditions expérimentales du test décrites page 219 du chapitre Matériels et

Méthodes. Les résultats sont illustfiggire 74 :

80000
70000 -
60000 -
50000 -

40000 +

UFC/puit

30000 -

20000 -

10000 ~

0 4

MH + FOS MH + AXOS2
RP95 3g/I Seigle 3g/I

Figure 74 : Effet des conditions de culture standard (avec amidon) de Bacillus cereus sur

la capacité d’adhésion de la bactérie sur la mucine gastrique.

Les valeurs représentées sont la moyenne de ss@&sepour chaque source carbonée testée.
LorsqueBacillus cereusest cultivé en présence d’AXOS 2 de son de sesgleapacité d’adhésion
a la mucine gastrique est multipliée par un facBoomparativement a ce que I'on observe avec les
FOS de référence. Ce résultat, méme s’il n'estdg §ue d’'un nombre restreint d’essais, est trés
encourageant pour la suite du travail. Si celwgsti confirmé, notamment sur d’autres cibles telles
que des protéines de la matrice extracellulaireba@n des lignées de cellules épithéliales
intestinales, nous apporterons des preuves comptéires de I'incidence de conditions de culture
sur la capacité d’adhésion d’un probiotique (SMIRNZD05, JONSSON 2001). Afin de conforter

cette hypothese, nous avons réalisé une analysé)guirophorése sur gel de polyacrylamide, des
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protéines présentes a la surfaceBaeillus cereuslorsque la bactérie est cultivée soit sur milieu
MH plus amidon avec ou sans addition d’AXOS 2 dgleelLes extraits de protéines de surface
sont réalisés a partir de culots bactériens obtpaugentrifugation de culture de 24h. La méthode
d’extraction est adaptée de SHIMOJI (2003). Le chbxtérien préalablement lavé par du tampon
PBS est suspendu dans 10mL de NaOH 10mM et incuseagitation orbitale pendant 18h a 4°C.
La suspension est centrifugée a 5000 rpm, puiarleageant ajusté a pH 7 est dialysé 3 fois 24h a
4°C contre 200 volumes d'eau. L'eau de dialyse adstingée toutes les 24h. Le dialysat est
lyophilisé et le résidu sec est analysé sur ggbalgacrylamide a 12% en présence de SDS et en
conditions dénaturantes. Le protocole expérimeasal indiqué page 214 chapitre Matériels et
Méthodes. L’électrophorégramme est préségtée 75:

702 5% 596 N° de puit Nature du dépot
Puits 1 Marqueurs de masse
s _ moléculaire _
e Puits 2 MH + AXOS 2 seigle a
1,5g.L-1, dilué au 1/8iéme
o Puits 3 MH + AXOS 2 seigle a
1,59.L-1, dilué au 1/4
- Puits 4 MH + AXOS 2 seigle a
- 1,59.L-1, dilué au 1/2
a4 Puits 5 MH, dilué au 1/8ieme
o Puits 6 MH, dilué au 1:4

Figure 75 : Analyse des protéines de surface de Bacillus cereus par électrophorése sur

gel de polyacrylamide a 12%.

LorsqueBacillus cereusest cultivé sur milieu MH additionné d’AXOS 2 deigle, I'extrait

de protéines de surface contient une bande trésritasje, puits 2 a 4 figure 75, qui est observée
seulement a I'état de trace sur le témoin milieucdiure sans ajout d’AXOS, puits 5 et 6.
L’'addition d’AXOS 2 de seigle semble stimuler laa$ynthése d’'une protéine de surface dont la
masse moléculaire est estimée a 94kDa. Cette peotéété identifiée grace a I'établissement de sa
carte trypsique, apres protéolyse « in gel » elyaaades peptides trypsiques par spectrométrie de
masse en mode MALDI-TOF. Les analyses par spectramde masse ont été réalisées au
laboratoire MOBIOS, UMR CNRS 5144 IECB, dans lereadiune collaboration entre le LMBA et

le LCSN. Il s’agit d’'une protéine de la couche deface, plus communément dénommée S-layer.
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Les protéines qui appartiennent a cette famillesgméent la particularité de pouvoir adopter une
structure para-cristalline en s’associant entresefpar des interactions principalement de type
hydrophobes. La présence de S-layer a la surfaseutshe d®acillus cereuson probiotique ainsi
gue leur réle dans I'adhésion a des protéines dealaice extra-cellulaire a été décrit par Kotieant
(1998). Plusieurs auteurs ont démontré I'implicatite protéines de la couche S dans I'adhésion
vitro de diverses bactéries probiotiques, notamment e€areg Lactobacillus (TOBA 1995,
SILLANPAA 2000 et HYNONEN 2002).

Cette premiére observation de l'incidence des ¢mmdi de culture sur I'expression d’une
protéine de la couche S ouvre des perspectiveegs@ntes. Nous devrons vérifier si celle-ci est a
la fois présente a la surface des formes végésadit/gporulées puis ultérieurement si elle possede
une aptitude a s’adsorbigr vitro spécifiguement sur différentes cibles telles aqsegrotéines de la
matrice extra-cellulaire. Si tel était le cas, dvikndrait opportun de comprendre comment les

AXOS 2 stimulent ou induisent la biosynthése déegatotéine.
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I Réactifs et matériels utilisés :

I 1 Solvants et réactifs

La nature, l'origine et la pureté des solvantsest geactifs utilisés au cours de ce travail sont

indiquées dans l@bleau 43suivant :

Tableau 43 : Liste des principaux réactifs et solvants utilisés.

Noms N° CAS Pureté en % MM en g.mbl Fournisseur

Acétate d’'ammonium 631-61-8 98 77,8 Sigma
Acétate de sodium 127-09-3 99 136,08 Prolabo
Acétonitrile 75-05-8 99,9 41,05 Scharlau

Acide 3-méthyl valérique 105-46-1 99,8 116.16 Fluka

Acide acétique 64-19-7 99 60,05 Labosi

Acide butyrique 107-92-6 99,5 88,11 Sigma

Acide chlorhydrique 7647-01-0 37 36,46 Fisher

Acide galacturonique 91510-62-2 98 212,2 Sigma

Acide glucuronique 6556-12-3 98 194.10 Sigma
Acide lactique 79-33-4 99 90,08 Sigma

Acide para-hydroxybenzoique

hydrazide 5351-23-5 98 152.15 Acros

Acide pentanoique (valérique) 109-52-4 99,5 102,13 Sigma

Acide propionique 79-09-4 99,5 74,08 Sigma

Acide sulfurique 7664-93-9 96 98.08 Carbo Elba

Acide trifluoroacétique 76-05-1 99 1140 Sigma

Arabinose 87-72-9 99 150,0 Sigma

Chlorite de sodium 7758-19-2 80 90.44 Acros
Diéthyl éther 60-29-7 99 74,12 Scharlau
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Ethanol anhydre 64-17-2 99.5 46.07 Elvetec
Noms N° CAS  Puretéen% MM en g.mbl Fournisseur
Ether de pétrole 64742-49-0 SDS
Fructose 57-48-7 99 180,16 Sigma
Galactose 59-23-4 99 180,16 Sigma
Glucose 50-99-7 99 180,16 Sigma
Hydroxyde de potassium  1310-58-3 99 51.11 Acros
Hydroxyde de sodium 1310-73-2 98 40.00 Acros
Metahydroxydiphenyl 92-69-3 90 170.21 Aldrich
Méthanol 67-56-1 99,9 32,04 Scharlau
Myoinositol 87-89-8 99 180.20 Sigma
Phénol 108-95-2 99 94.11 Sigma
Pyridine 110-86-1 99 79,1 Sigma
Xylobiose 6860-47-5 95 282,2 Megazyme
Xylose 59-86-6 99 150,1 Sigma

I 2 Substrats végétaux

* Les sons, issus de la mouture de grains blé etidéesrécoltés en 2003. lls ont été mis
gracieusement a disposition par la minoterie LagiaadObjat (19130, France).

» Arabinoxylanes de mais, Ulice Limagrin (63, France)
» Xylane de hétre, X 4252 Sigma (France)
* Inuline et dérivés fructooligosaccharidiques :

» Inuline de chicorée, Sigma (France)

» Synergy : mélange d’inuline et d'oligosaccharides degrés de polymérisation

compris entre 2 et 7, Oratfti (Belgique)

> RP 95, mélange de fructooligosaccharides de delgr@®lymérisation compris entre
2 et 7, Orafti (Belgique)
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I 3 Biocatalyseurs

Enzymes utilisées :

XS : xylanase fongique produite parichoderma viride (Sigma, France). Spécificités :
endo-1,48-D-Xylanxylanohydrolase (EC 3.2.1.8) et endo-f;3ylanase (E.C. 3.2.1.32).

XL : Xylulyv : préparation de xylanase industriells/¢en ; France). Spécificité : endo-1,4-
B-D-Xylanxylanohydrolase (EC 3.2.1.8). L'origine latpureté ne sont pas précisées par le

fournisseur.

XM : B-Xylanase M3 produite pafrichoderma longibrachiatun(Megazyme, Irlande).
Spécificité : endo-1,4-D-Xylanxylanohydrolase (EC 3.2.1.8). Activité spipie : 274UE

L’activité enzymatique de chaque préparation concialr de xylanase est mesurée avant

utilisation et exprimée en UE.mgle solide ou lyophilisat. La définition de I'uniést donnée page

210 de ce chapitre.

AM : a-L-arabinofuranosidase produite pakspergillus niger (Megazyme, Irlande).
Spécificité :  exoa-L-arabinofuranosidase (E.C.3.2.1.55) libérant demités L-

arabinofuranoses en positiofl,2 et/oun-1,3 du substrat. Activité spécifique : 1,2 UEng
eq protéineJ'UE est définie par le fournisseur comme la queinti’enzyme qui libere 1
pmole d’arabinose par minute dans les conditions tdat: pH 4, 40°C, substrat

arabinoxylane de farine de blé & 5mg:fL

Ban 240L: endo amylase bactérienne produite Bacillus amyolichefacien@Novozyme,
Danemark). Spécificité : enda-D-1,4-glucan-glucano-hydrolase (E.C 3.2.1.1). Wtdi
(données fournisseur): 240 UE.Mg

Promozyme 400L: pullulanase produite paBacillus acidopullulyticus (Novozyme,
Danemark). Spécificité : pullulan 6-glucano hydsalaE.C. 3.2.1.41), Activité (données
fournisseur) : 400 PUN.mt.

Alcalase 2,4L: protéase a sérine produite pBacillus (Novozyme, Danemark). Cette

enzyme possede une tres large spécificité.
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I 4 Matériels et équipements scientifiques

Production d’eau ultra pure

Toutes les préparations aqueuses sont réaliséeglaveau ultra pure (résistivité supérieure
a 18 M) produite par osmose inverse sur un systeme Ribi 50 et purifiée sur Milli Q plus

(Millipore, France).

Centrifugation

» Vitesse de rotation supérieure a 5 000 rpm :
Pour les volumes inférieurs a 1mL, une centrifugeBgma 1-15 (Bioblock, Allemagne) a
été utilisée.
Pour les volumes compris entre 1 et 40 mL, nousisvanployé une centrifugeuse modele

T 124 (Kontron Instruments, Suisse).

» Vitesse de rotation inférieure a 5 000 rpm :

Les centrifugations dans ces conditions ont étlsgEs a I'aide d’'une centrifugeuse modele
CR-412 (Jouan, France).

Spectrophotométrie UltraViolet-Visible

Les mesures sont réalisées a l'aide d'un specttopiiire UV-Visible a double faisceaux
Uvikon XS (Kontron Instruments, Suisse).

Chromatographies en phase liquide

 HPLC : high performence liquid chromatography

Les analyses chromatographiques sont réaliséeside I'd’'un systeme HPLC (Kontron
Instruments, Suisse) équipé d’'une pompe a gratkemtire modele 325, d’'un systeme de dégazage

a I'hélium et d’un injecteur a boucle modéle 71Rhéodyne, USA). Les colonnes mises en ceuvre
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ainsi que les modes de détections et les conditd@malyses sont précisés ultérieurement dans les
chapitres concernés. Les données sont acquisedraitées a l'aide d’'une station d’acquisition

modele Chroma2000 (Kontron Instruments, Suisse).
* FPLC : fast polymer liquid chromatography

Les séparations chromatographiques sont effectaidesde d’'un systeme Waters (France)
constitué d'une pompe gradient quaternaire mod&bd&Gd’un injecteur a boucle Rhéodyne 7125 et
d’'un détecteur UV-Visible modele 486 Waters. L'asifion et le traitement des données sont
réalisés par une station Millénidfwaters.

Chromatographie en phase gazeuse

Le systeme est constitué d’'un chromatographe eseplp@zeuse modéle GC 8060 couplé a un
détecteur de type spectrométre de masse modéle MRson Instruments, lItalie), fonctionnant
en mode impact électronique (IE). L’hélium estisél comme gaz vecteur. L’acquisition et le

traitement des données sont assurés par le lojlagtlab (Fison Instruments, Italie).

Broyage et tamisage des échantillons

Les sons bruts de blé et de seigle ont été broyasla d’'un micro broyeur a marteau (Culatti

AG, Suisse) puis criblés sur des tamis de diantitnaaille 1mm, 0,5mm et 0,2mm.

Electrophorése sur gel de polyacrylamide

Les séparations électrophorétiques sont réalisékamde d’'une cellule XCell Sure Lock
Minicell (Invirigen, USA) et d’'un générateur de cant modéele 1000/500 (BioRad, USA).

Ultrafiltration

Les traitements d’ultrafiltration sont effectuésl'aide de cellules munies d’agitateur

magnétique, modele 8050 Amicon (Millipore, Francke¢s membranes en cellulose régénérée
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(Amicon, Millipore, France) mises en ceuvre sonttygee PLBC,[0 = 44,5mm, seuil de coupure
3kDa.

Agitation orbitale

Les réactions de type hydrolytique, nécessitantinogbation sous agitation et un contréle
de la température du milieu réactionnel, ont éafigées a I'aide d’un agitateur orbital thermostaté
modéle Unimax 1010 (Heidolph Instruments, Allemggne

Concentration et séchage

Les concentrations d’échantillons dont les volusest inférieurs a 5mL sont réalisées a
'aide d’'un évaporateur centrifuge modéle RC. 1Qdduan, France) équipé d’'une pompe modéle
RCT 90 (Jouan, France). Lorsque les volumes sopérmurs a 5mL, les échantillons sont
concentrés grace a un évaporateur rotatif modéaviapor (Buchi, Suisse).

Le séchage par lyophilisation est mis en ceuvrédcaélle du laboratoire (volume inférieur a
100mL) avec un lyophilisateur (Virtis, USA) et &dhelle pilote, (volume de 0,1L a 5L) a l'aide
d’un lyophilisateur modéle Unitop 1000L (Virtis, By

Spectrométrie de masse

La détermination des masses moléculaires des aligharides est réalisée par
spectrométrie de masse en mode MALDI (Matrice Asdid.aser Désorption lonisation) avec un
spectrometre modele Reflex 3 (Bruker, Allemagnae)ig® d’'une source MALDI avec un laser a
azote dont la longueur d’onde d’excitation estdixe337nm.

L’analyse des oligosaccharides, en mode ESI (El8giray lonisation), est réalisée a l'aide
d'un spectrométre de masse de type piege ioniquéeimd.CQ Advantage (Thermo Finnigan,
USA).
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II Extraction des arabinoxylanes

II 1 Préparation des sons de céréales

Avant toute extraction, les sons de céréales (blseigle) ont été broyés puis tamisés (cf. § |

4). La fraction de granulométrie comprise entredd,6,2 mm a été utilisée au cours de cette étude.

II 2 Délignification des sons de céréale

Echelle analytigue 20g de son de céréale broyé (blé ou seigle)ned’granulométrie

comprise entre 500 et 200um, sont mis en suspedaimmun erlenmeyer de 0,5L contenant
300mL d’eau ultra pure équilibrée a 70°C et adddifpar ajout d’'bBO, concentré (96%)
jusqu'a obtention d’une concentration finale eml@ade 0,3% vol/vol. Le milieu réactionnel
est placé sous agitation magnétique a 200 rpm Pgisde chlorite de sodium sont
additionnés et le traitement est prolongé pendantLhydrolyse des lignines est stoppée
par abaissement de la température a environ 208Graction insoluble correspondant au
son délignifié est récupérée par centrifugatio®@4rpm pendant 20min. Le surnageant est
eliminé et le culot est suspendu dans environ 10@elu ultra pure puis centrifugé a
nouveau dans les mémes conditions. L’'opérationadage du culot est renouvelée 3 fois

supplémentaires. Le résidu délignifié et lavé esgelé puis lyophilisé.

Echelle préparativele procédé de délignification est transférééalielle préparative. Les
volumes et les quantités sont multipliés par urtefac 10 comparativement aux valeurs
indiquées lors du traitement a I'échelle analytigues conditions expérimentales sont
identiques a celles citées précédemment, a I'eiaaepge I'agitation qui est réalisée grace a
un mélangeur mécanique de type RW20 DZM (lka Wdd&A) a 200 rpm.

IT 3 Extraction alcaline

La procédure mise en ceuvre est adaptée de CHANLIALE®5a). 5g de son brut ou

délignifié sont mis en suspension dans un erlenmeége250mL contenant 125 mL de potasse a

1,05mol.L %, Le milieu réactionnel est équilibré au bain mari6é0°C, sous agitation douce & 150
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rpm. Apres 2h d’incubation dans ces conditionsiékction est arrétée apres abaissement du pH
jusqu’'a la neutralité grace a l'addition d’acidegtigque glacial (environ 10mL). La suspension
résiduelle est clarifiee par centrifugation a 40@®n pendant 30min. Le culot est collecté
guantitativement, suspendu dans 100mL d’eau ultra puis centrifugé a nouveau dans les mémes
conditions. L'opération de lavage de la fractiosaluble est répétée trois fois supplémentaires
avant que celle ci soit lyophilisée et identifiégoR pour résidu KOH. Les surnageants de
centrifugation (environ 400mL), comprenant égaleiiea eaux de ringcage, sont concentrés par
évaporation sous vide jusqu’a réduction du volumengiron 100mL. Le résidu concentré est
additionné de 4 volumes d’éthanol a 95% vol/vobidr puis le milieu réactionnel est placé en
chambre froide a +4°C, pendant 12h. Le précipitéh& contenant les hémicelluloses, est collecté
guantitativement, suspendu dans 100mL d’eau ulira,gongelé puis lyophilisé. Cette fraction est
identifiée AX,t pour arabinoxylanes bruts. La phase surnageamntelagiée par filtration sur
papier Whatman n°1 (11um, Whatman, Angleterreg dilttat est séché par évaporation sous vide.
Le résidu sec, identifié gy, pour résidu éthanol, est conservé en dessiccateusilica-gel a

température ambiante.

Le transfert de la procédure d’extraction alcaligael'échelle préparative, est réalisé en

multipliant par un facteur 20 les volumes et leargiiés utilisés a I'échelle analytique.

IT 4 Elimination de I'amidon et des protéines

La fraction extraite, A¥.u, €St soumise a plusieurs traitements enzymatigiilesd’éliminer
'amidon résiduel et les protéines qui la contamtne 'extrait AXy: est désamidonné grace a
I'action conjuguée de 2 glycohydrolases. 30g diedetion considérée sont solubilisés dans 750ml
d’eau ultra pure, puis le milieu est équilibré Gt ajusté a pH 5,5 par de l'acide acétique
glacial. Une préparation enzymatique constituéa-athylase (BAN240L, Novozyme) et de
pullulanase (Promozyme 400L, Novozyme), est additde afin d’atteindre une concentration
finale de 1% (vol/vol) pour chacun des deux biodgaturs. Apres 2h d’incubation a 55°C, le pH du
milieu réactionnel est ajusté a 8 par addition diogénocarbonate d’ammonium a 1mdl.&t la
température est abaissée puis régulée a 45°C. fratdinisation est réalisée en additionnant, au
milieu réactionnel, une protéase a sérine a lapgificité (Alcalase 2,4L, Novozyme) a une
concentration finale de 1% (vol/vol). Aprés 3hnduibation, les enzymes (glycohydrolases et

protéases) sont inactivées par chauffage pendaminl® 100°C. Le milieu réactionnel est ensuite
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concentré, 3 fois environ a I'évaporateur rotatdlgme final 250ml), puis dialysé sur membrane 6
a 8000Da (diametre 25,5mm, Spectrum Laboratori&h)tontre 100 volumes d’eau ultra pure

pendant 24h a 4°C sous agitation. L'opération estowvelée 3 fois supplémentaires avec
changement de I'eau de dialyse. Le dialysat (env8@0mL) est soumis a une extraction en phase

solide sur cartouche échangeuse d’anions.

IT 5 Extraction, en phase solide, de la fraction arabinoxylanes

neutres

Le pH du dialysat précédemment obtenu est ajugté par addition d’NH4HC@a 1mol.L .
La suspension est clarifiée par centrifugation du20min a 4000 rpm. Le surnageant (environ
800mL) est soumis a une extraction en phase sslidecartouche Sep Pak QMA, échangeuse
d’anions (Waters). Le traitement de la totalité slurnageant nécessite la mise en ceuvre de 8
cartouches Sep Pak. Environ 100mL sont déposésapauche, préalablement équilibrée a pH 7,8
par 10mL de tampon NAHHCO; 20mM. L’éluat des 8 cartouches contenant les palgisarides non
adsorbés sur échangeur d’'anions est rassembléeléomgis lyophilisé. Le résidu sec constitue la
fraction AXouir, pour arabinoxylanes purifies, il est stocke essteateur a +4°C. La fraction
polysaccharidiqgue adsorbée sur chaque cartouchePSkpest éluée sélectivement par 5mL de
NH4sHCO; 20mM + NaCl 2M. Les éluats des 8 cartouches sassemblés, dialysés 24h a 4°C
contre 100 volumes d'eau puis lyophilisés. Le nésgkc constitue la fraction Aga pour

arabinoxylanes adsorbés sur QMA.
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III Hydrolyses des arabinoxylanes

ITI 1 Hydrolyse enzymatique directe des arabinoxylanes purifiés

[l 1 1 Hydrolyse par I'arabinase

10mL d’une solution d’AXuir a 10mg.m[}, dans un tampon acétate, 0,05M et pH4, sont
placés sous agitation orbitale a 200 rpm puis #nég a 40°C. L'arabinase AM (Megazyme) est
ajoutée au substrat de telle sorte que sa contentfiale soit de 0,1 UE.mt (cf. IV 3 1, page
210 de ce chapitre, pour la définition de I'UE).sDerélevements de 0,1mL sont effectués a
intervalles de temps réguliers pour le suivi ciqédl de la réaction catalysée par I'arabinase. Aprés
un traitement thermique d’'une durée de 5min a 10@Haque prélevement est congelé a -20°C
avant son analyse. Aprés une durée maximum de '#8trdlyse, le milieu réactionnel résiduel est

incubé 5min a 100°C, congelé puis lyophilisé.
[l 1 2 Hydrolyse par les xylanases

10mL d’une solution d’AXuir a 10mg.mL}, dans un tampon acétate, 0,05M et pH 5, sont
placés sous agitation orbitale (200 rpm) et équiiba 40°C. Apres atteinte de la température de
consigne, la xylanase (XS ou XL ou XM, voir chagitr3) est ajoutée au substrat de telle sorte que
la concentration finale soit de 0,20 UE.ThlLe suivi cinétique de la réaction catalysée peqoe
xylanase est réalisé en effectuant des préleventkenisilieu réactionnel a intervalles réguliers
pendant 48h. Chaque prélevement subit un traiteremtmique de 5min a 100°C suivi d’'une
congélation avant d’étre analysé. Le milieu réawted résiduel est finalement incubé 5min a

100°C, congelé puis lyophilisé.

IIT 2 Hydrolyse chimique directe des arabinoxylanes purifiés
100mg de la fraction Axir sont solubilisés dans 10mL d'une solution aquediseide

trifluoroacétique (TFA) & une concentration findke 0,5mol.L*. Le milieu réactionnel, placé dans
un flacon en verre borosilicaté a bouchage étanesieincubé en étuve pendant 2h a 80°C. La
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réaction d’hydrolyse chimique est stoppée par abaient rapide de la température a +4°C en
chambre froide.

IIT 3 Combinaison hydrolyse chimique puis enzymatique

La production d’oligosaccharides, a partir d’arabylanes issus de divers sons de céreales, a
éte réalisée en combinant une hydrolyse chimiquesiesud’'un traitement enzymatique.
L'optimisation du procédé a nécessité le recouragiapproche par plan d’expériences, en utilisant
une fraction arabinoxylane de mais (Ulice) comniesgat modéle.

[ 3 1 Optimisation de I'hydrolyse chimique : Proc essus n°l

Un réseau uniforme de Doehlert (Doehlert, 197Q)p8s facteurs a été choisi dans le but de
définir 'optimum de fonctionnement de I’hydrolyshimique des arabinoxylanes purifiés. Les trois
facteurs dont l'incidence est étudiée sur le premiecessus sont: la concentration en acide, la
durée et la température de I'hydrolyse. Leurs nixeaspectifs, fixés par le réseau de Doehlert sont

indiqués dans leableau 44ci-dessous. :

Tableau 44 : Niveaux des facteurs définis par le réseau uniforme de Doehlert.

N° d’essai [TFA] (mol.L” Durée (h) Température
1 1 6,00 60
2 0,1 6,00 60
3 0,78 10,33 60
4 0,33 1,67 60
5 0,78 1,67 60
6 0,33 10,33 60
7 0,78 7,44 80
8 0,33 4,56 40
9 0,78 4,56 40
10 0,55 8,89 40
11 0,33 7,44 80
12 0,55 3,11 80
13 0,55 6,00 60
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Chaque essai d’hydrolyse de la fraction fX est réalisé en suspendant 10mg de substrat
dans 1mL d'une solution aqueuse de TFA ajustée éomaentration finale souhaitée, indiquée
tableau 44Le milieu réactionnel est réparti par prise aligude 200uL en tube en verre de 1,5 mL
(ICS, France) muni d’'un bouchon étanche avec umcope en téflon. Les tubes sont incubés en
étuves dont les températures de consigne sontéegaux valeurs indiquées tableau 44. Aprés
atteinte de la durée d’incubation choisie, le taberefroidi a +4°C pendant 2h puis stocké a -20°C
avant analyse. La définition ainsi que le choix ade&que réponse retenue pour modeéliser le

processus d’hydrolyse chimique sont développés ldactsapitre Il

11 3 2 Optimisation de I’hydrolyse enzymatique : P rocessus n2

Une démarche identique a celle citée précédemmemtaeagraphe 1l 3 1 a été mise en
ceuvre. L'incidence des facteurs nature de la ouedegmes, concentration de la ou des enzymes
ainsi que durée de I'hydrolyse, sur la producticarabinoxylooligosaccharides est étudiée. Les

modalités respectives de ces trois facteurs sdiguges dans le tableau ci-dessous :

Tableau 45 : Matrice d'expériences pour I'étude de I'effet des facteurs sur la processus n°2.

Essai Nature de Concentrati_clm en Durée
I'enzyme UE .mL (h)
1 XS 0,1 5
2 XS 1 10
3 XS+AM 0,1 1
4 XS+AM 1 5
5 XL 1 1
6 XL 0,1 3
7 XL+AM 0,1 1
8 XL+AM 1 10
9 XM 1 1
10 XM 0,1
11 XM+AM 1 5
12 XM+AM 0,1 10
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Chaque essai d’hydrolyse de la fraction d’oligokacities issus du processus n°l est réalisé
comme suit : 200uL d’hydrolysat chimique obtenusdis conditions optimales déterminées grace
au plan d’expériences, placés en tube en verresiel] sont séchés par évaporation sous vide. Le
résidu sec est repris par 200uL d’'une solutionatepbn acétate d’ammonium 0,05M, pH 5 puis
equilibré a 40°C. La ou les enzymes de nature(gleatoncentration(s) choisies, en solution dans
10uL de tampon acétate, sont additionnées au 2@6dubstrat. Le milieu réactionnel est incubé a
40°C sous agitation orbitale a 200 rpm. Aprés miitedle la durée d’incubation choisie, tableau 45,
le tube est refroidi puis stocké a -20°C avant ys®alLa définition ainsi que le choix de chaque
réponse retenue pour modéliser le processus d'lygdreenzymatique sont développés dans le

chapitre Il consacré aux plans d’expériences.

III 4 Production d’arabinoxylooligosaccharides a I'échelle

préparative

Il 4 1 Hydrolyse chimique : Processus n°l

Les fractions AXurir issues de mais ou des sons de blé et de seigléginolysées dans les
conditions optimales (concentration en acide, dwtdéempérature) définies a lissue du plan
d’expériences.

4,59 de lyophilisat d’AX.rir sont suspendus dans 300mL d’eau ultra pure, hométgEs, puis
equilibrés pendant 1h a la température optimale TEA concentré (99%) est additionné pour
atteindre la concentration optimale en acide paignilieu réactionnel est placé a I'étuve. La
température et la durée d’incubation correspondemt valeurs optimales définies par le plan
d’expériences. L’hydrolyse chimique est ensuit@gée par diminution rapide de la température en
placant le milieu réactionnel a +4°C. Le pH estralajusté a 5 par addition d’ammoniaque

concentré, 8M, puis la solution est stockée a 4°C.
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Il 4 2 Elimination sélective des monosaccharides p ar
ultrafiltration

La solution obtenue en l1ll-4-1 est centrifugée @emdl5min a 12 000 rpm et le surnageant
est clarifié sur filtre nylon Millipore (47mm@pore 0,45um). 50mL de filtrat sont concentrés a
l'aide d’'une cellule d'ultrafiltration équipée d’anmembrane en cellulose régénérée (Millipore)
dont le seuil de coupure est de 3kDa. La presgiamsmembranaire est fixée a 2,5bar. Apres
atteinte d’un facteur de réduction volumique/¥%&= Volume initial / volume rétentat) égal a 4, le
rétentat est dilué par addition de 3 volumes dgtanmacétate d’ammonium, 0,05M, pH 5, puis est
a nouveau concentré dans les mémes conditiongtéetat final est de nouveau dilué par le méme
tampon acétate, avant d’étre soumis au processdby2irolyse enzymatique. Pour traiter les
300mL de milieu réactionnel résultant de I'hydra@yshimique (cf. paragraphe Ill 4 1) deux cellules

d’ultrafiltration d’'une capacité individuelle de @ sont utilisées en parallele.

11 4 3 Hydrolyse enzymatique : processus n?2

La fraction enrichie en oligosaccharides, obtenuélled-2 par ultrafiltration, est soumise a
'hydrolyse enzymatique. Les conditions optimalesthitement ont été définies au cours du plan
d’expériences cité en I1I-3-2. 300mL d’hydrolys#iirnique, concentrés, dialfiltrés ajustés a pH 5
sont introduits dans un erlenmeyer de 500mL, plasmss agitation orbitale a 200 rpm. La
température de consigne est fixée a 40°C. La natase enzymes additionnées ainsi que leur
concentration correspondent aux valeurs optimaéémids en 11-3-2. Apres atteinte de la durée
optimale d’hydrolyse, les glycohydrolases sont iivées par traitement thermique durant 10min a
100°C puis le milieu réactionnel est congelé ephitisé. Les résidus secs sont identifiés AXOS
pour arabinoxylooligosaccharides de mais, de bbeedeigle.. lls sont conservés sur silica-gel en
dessiccateur a +4°C avant leur analyse et leur erniseeuvre dans les tests de mesure d’activité

biologique.
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IV Analyses

IV 1 Caractérisation physico-chimique du matériel végétal

IV 11 Teneur en lipide

Les teneurs en matiéres grasses des sons ded#éseigle sont déterminées aprés extraction
au Soxhlet. L’entrainement des matiéres grassegasé par 1,5L d'éther de pétrole pour 20g de
son. Le solvant d’extraction est ensuite évaposeé@a l'aide d’'un évaporateur rotatif. Le résidu

gras est pese, le résultat est exprimé en g demarasse pour 100g de son.
IV 1 2 Taux d’extractibles hydrophiles

Il est déterminé par extraction au Soxhlet en sa#ilt de I'éthanol comme solvant des
substances hydrophiles. Le résidu gras de I'extnagirécédente a I'éther de pétrole (cf. 8 IV 1 1)
est placé dans une cartouche de cellulose, puié frar 1,5L d’éthanol pendant environ 20H. Le
solvant est éliminé par évaporation sous vide éldu est pesé, le résultat est exprimé en g de

matieres hydrophiles pour 100g de son brut.

IV 13 Taux de matiere seche

3g de son brut de blé ou de seigle sont placésiseitbalance équipée d’'un dessiccateur a
infrarouge (balance Precisia 310M, dessiccateurH3Q0Elvetec, France). Le son est chauffé
jusqu’a 105°C avec une rampe de montée en tempeérd¢ul0°C.mitl. Le taux de matiére séche
est calculé lorsque les variations de masse sfé#rténres & 1mg.mih Le résultat est exprimé en g

de matiére seche pour 100g de son brut.
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IV 1 4 Teneur en protéines totales

Les protéines totales des différents sons, sordéadopar la méthode de Kjeldahl sur 500mg
d’échantillon. L'étape de minéralisation est réaiss 350°C a I'aide d’'une rampe de minéralisation
(2006 Digestor, Foss Tecator, Suede) pendant 3@pias ajout de 15mL d4¥30, concentré
(96%). La distillation de I'ammoniaque, aprés aidditd’un excés de NaOH & 10mof.Lest
réalisée a I'aide d’'un appareil Kjeltech (2100 Dietion Unit, Foss Tecator, Suéde). Le distillat e
collecté dans un erlenmeyer contenant 25mLsB®%,a 40g.L*, additionné d’un indicateur coloré,

puis un dosage en retour par de I'acide chlorhydyi®,1 ou 0,05M, est réalisé.

Le calcul de la teneur en protéines, exprimée eouy 100g d’échantillon, est effectué en
utilisant la relation suivante :

xB

teneurenprot (%) = A xMnx100xf

ou A =volume d’HCl en L, nécessaire a la titratde HBOs';
B = concentration d’HCI (0,1 ou 0,05mot);

m = masse d’échantillon minéralisé;

My = masse molaire de I'azote (14g.fpl

f = facteur de conversion de l'azote protéiqueégnivalent masse de protéines. Pour les

protéines de céréales (blé ou seigle) f=5,7.

IV 15 Taux de cendres

2g de la fraction a analyser sont placés dans ewset puis portés a 550°C dans un four a
moufle pendant 6h. La matiére minérale résiduedtgpesée, le résultat est exprimé en g de cendres

pour 100g de son.

IV 16 Teneur en amidon

L’amidon est dosé dans les échantillon de sons'estirdits bruts d’AX, en utilisant la

méthode normalisée NF 03-606 (1996). 500mg d’édlante granulométrie comprise entre 0,5 et

202



- Chapitre VI Matériels et méthodes -

0,2mm sont suspendus dans 25mL d’éthanol a 40%oloRprés agitation pendant 10min & 150
rpm, la suspension est centrifugée, le culot esbw@wveau suspendu dans 25mL d’éthanol a 40%
vol/vol, agité puis centrifugé a 8000 rpm pendabhinih. le culot lavé est dispersé dans 25mL de
NaOH 0,5M, équilibrés a 60°C sous agitation a 330 pendant 20min, puis refroidis dans la glace
pilée. Le pH est ajusté a 4,6 — 4,8 parsCBOH glacial, la solution est placée a 60°C sous
agitation avant addition d’ImL d’'une solution d’aelucosidase (11500 UE.ri. produite par
Aspergillus niger Sigma France). Apres 30min d’hydrolyse enzymatjda milieu réactionnel est
ajusté a 250mL par addition d’eau, pour constitaesolution 1. Le glucose libéré est dosé sur 1mL
d'une dilution au 1/28" de la solution 1, par addition de 2mL de réaatiftenant la glucose
oxydase et la peroxydase (Gago-20, Sigma FrangepsA30min de repos a I'obscurité, la densité
optique du milieu réactionnel est mesurée a 560mmire un témoin blanc approprié. Les DO sont
converties en concentration en glucose grace &aumbe étalon établie dans les mémes conditions
expérimentales. La concentration en glucose esterte en éq amidon en utilisant un facteur

multiplicatif de 0,9.

IV 2 Caractérisation des fractions arabinoxylanes et

arabinoxylooligosaccharides

IV 2 1 Dosages de sucres totaux

Les sucres totaux présents dans les difféerentefiding des sons de céréales étudiées sont
déterminés par la méthode colorimétrique de Du@®56). 200uL d’échantillon contenant environ
20ug d’équivalents xylose sont placés dans un &ubémolyse. 0,2mL d’une solution aqueuse de
phénol a 5% (pds/vol) sont additionnés. Le miliéacationnel est mélangé a l'aide d’'un vortex,
ImL d’'H,SO, a 96% est ajouté puis le mélange est a nouveawd@misé vigoureusement au
vortex. Apres 30min de repos a température amhigge@bsorbances sont lues a 480nm, contre un
témoin approprié. Chaque essai est triplé, la vateayenne de I'absorbance est calculée puis
convertie en équivalents concentration xylose @d'al’'une courbe d’étalonnage établie, avec du
xylose, dans les mémes conditions expérimentakesesultat est exprimé en g d’équivalent xylose

pour 100g d’échantillon.
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IV 2 2 Dosages colorimétriques des acides uroniques

La méthode colorimétrigue employée est adaptéelamdhkrantz et Asboe-Hansen (1973).
200uL déchantillon, contenant environ 40ug d'égiewnts xylose, sont placés dans un tube a
hémolyse dans lequel sont ajoutés 1,25mL de té@m#bale sodium a 0,0125M dans l'acide
sulfurique concentré a 96%. Aprés agitation, leetelst incubé 5min dans un bain d’eau glacée
avant d’étre placé dans un bain marie bouillantipeah5min. Apres une période de refroidissement
d’environ 10min, 20pL de méta-hydroxydiphenyl, notéHDP, a 0,15% pds/vol dans NaOH 0,5%
pds/vol, sont additionnés. Le milieu réactionndl leemogénéisé au vortex puis I'absorbance est
mesurée a 520nm contre un témoin approprié. Lauva®yenne de I'absorbance de trois essais
pour chacun des échantillons est convertie en @abgriv acide uronique, grace a une courbe
d’étalonnage obtenue dans les mémes conditiongimegéales avec de 'acide glucuronique. Le

résultat est exprimé en g d’équivalents acide ghuuque pour 100g d’échantillon.

IV 2 3 Analyse de la composition en monosaccharides par CPG/SM

La méthode utilisée est adaptée de Chaplin (1982).
IV 2 3 1 Préparation de I'échantillon

e Méthanolyse

Une quantité darabinoxylanes ou d’arabinoxylooligocharides correspondant a
approximativement 100ug équivalents xylose estéasladans un tube a dérivation en verre,
32x11,6mm, fond conique (ICS, France). 10uL de myadtob& 10mg.mL*, étalon interne, sont
ajoutés a I'échantillon. Aprés séchage sous vidlévaporateur centrifuge (Virtis, USA), 200uL
d’une solution de méthanol-HCI 0,9M sont additios\nguis le tube contenant le milieu réactionnel,
purgé sous courant d’azote avant d'étre fermé hmgoement, est placé a I'étuve a 80°C pendant
16h.
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+ Dérivation au TMSIm

Apres méthanolyse, le milieu réactionnel refroidd& est séché sous courant d’azote. Le
résidu sec est repris par un mélange de dérivatmstitué de 15uL de pyridine et 15uL de
triméthylsilylimidazole (TMSIm, Alltech, France).els tubes sont brievement purgés a l'azote et
bouchés hermétiquement puis homogénéisés au vakes 20min de réaction a température
ambiante, 5uL de milieu réactionnel sont diluéssdam volume final de 500uL d’hexane. 1 pL de
cette solution préalablement centrifugée, pendarit & 10 000 rpm, est injecté dans le systéme

chromatographique.

IV 2 3 2 Analyse des dérivés TMS par CPG/SM

L’analyse est effectuée avec le systeme de chraragibie en phase gazeuse couplé a un
spectrometre de masse, décrit au chapitre | 4 @jekction est réalisée en mode splitless, la
température de linjecteur étant fixée & 250°Cdébit du gaz vecteur est réglé & 2mL.in
L’élution des solutés est effectuée en mode gradiertempérature suivant le programme indiqué

figure 76 ci-dessous :
250 -

200 -

150 4

Température en T

100 4

o 2 12,3 22 28 40

durée d'analyse en minutes

Figure 76 : Programme de température pour I'analyse des dérivés TMS par CPG/SM

205



- Chapitre VI Matériels et méthodes -

» L’analyse qualitative :
Chaque ose inconnu est identifié sur la base de chitéres :

Comparaison de son temps de rétention relatif p&r) rapport a I'étalon interne avec ceux
d’'oses étalons soumis a la méthanolyse puis déewvésalysés dans les mémes conditions

expérimentales,en utilisant la relation :

Tg = TR inc_tO
TR etint t0
ou Trinc €St le temps de rétention du composé inconnu,

Tretint€St celui de I'étalon interne,

toreprésente le temps de rétention nulle.

Comparaison de son spectre de masse a ceux cowunt@msises banques de spectres du logiciel
Masslab (LIBTX et NIST, 65000 références).

Pour chaque ose, on observe plusieurs pics chrgnagioiques correspondant aux isomeéres
de position et de conformation. Le temps de réentpris en considération pour l'analyse
gualitative correspond au pic majoritaire de chaqgse, les pics secondaires ne servent qu'a la
confirmation de l'identification.

* L’analyse quantitative :

Chaque ose identifié est quantifié par la méthodel'éalonnage interne en utilisant la
relation suivante, et prenant en considérationitenpajoritaire parmi 'ensemble des composés
résultant de la dérivation :
xC'
xA'

C - = Cet ><'A‘inc X A
A C

etint

etint X d

etint

et etint

Avec : G = concentration de l'ose étalon dans le mélangeité,

Aet = aire du pic majoritaire de I'ose étalon danmkdange témoin,

Ainc = aire du pic majoritaire de I'ose inconnu, idéétdans I'échantillon inconnu,
Cetint = concentration de I'étalon interne dans le méatégnoin,

Aetint = aire de I'étalon interne dans le mélange témoin,

C’etint = concentration de I'étalon interne dans I'écHlmtiinconnu,
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A’ etint = aire de I'étalon interne dans I'échantillon inoa,
d = facteur de dilution, dans I'’hexane, de I'éciomt aprés dérivation.

Les résultats sont exprimés en moles d’'oses pdunides d’oses totaux identifiés.

IV 2 4 Estimation des masses moléculaires des fract ions

arabinoxylanes et arabinoxylooligosaccharides

* Pour les polymeres :

La distribution des masses moléculaires des diftésefractions polymériques extraites de
mais, de blé ou de seigle, a été estimée par chographie liquide d’exclusion moléculaire sur gel.
10mg de la fraction lyophilisée sont solubiliséagidmL de tampon acétate d’'ammonium 0,05M,
pH 5 et la solution est centrifugée a 10 000 rpmdaat 5min. 20uL de surnageant sont injectés
dans le systeme chromatographique analytique HR&dZitdau chapitre 1-4. La colonne mise en
ceuvre est de type Aquagel OH-60 (88%Bmm, @particules 8um, domaine de fractionnement
linéaire de 2.10Da a 2.18 Da, Polymer Laboratories, France). Le débit diélupar un tampon
acétate d’ammonium, 0,05M, pH5, est fixé & 0,8mh’niLa détection est effectuée soit a I'aide
d'un réfractometre différentiel, Rl detector 47/&ontron Instruments, Suisse), Soit grace a un
détecteur a diffusion de lumiere modéle DDL31 (Eem France). Dans ce dernier cas, le gaz de
nébulisation est de l'air comprimé délivré par uanmmeétre de précision équipé de filtres a
poussiere (5um) et déshumidificateur (0.01um).dlé#tnage de la colonne est réalisé a I'aide de
dextrans linéaires de 4,9%1Da > MM > 1,5.18 Da (Fluka).

* Pour les oligosaccharides

La méme technique chromatographique a été utilipéar I'estimation des masses
moléculaires des oligosaccharides issus des diti@types d’hydrolyse. Le systéeme est constitué
de deux colonnes PL-Aquagel OH 30 (8@(®Bmm ; @particules 8um ; Polymers Laboratories,
France) montées en série et protégées par unelorine (PL-Aquagel OH Guard ; $0,5mm ;
@particules 8um, Polymers Laboratories). Le domdiméractionnement linéaire est compris entre
100Da et 30kDa. La phase mobile est un tampon tacét@mmonium, 0,05M, pH 5. L’élution est
réalisée en mode isocratique & 1mL.iha détection est effectuée a l'aide d’un réframtre
différentiel modéle RI detector 475 (Kontron Insenmts, Suisse) ou d’'un détecteur a diffusion de

lumiere modele DDL 31 (Eurosep, France). L'étalgema été réalisé a l'aide d’Ag, issus de
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mais (Ulice, France), d’inuline (Sigma, France), Fl@S RP95 (Orafti, Belgique), de xylose et
d’arabinose.

IV 2 5 Analyse des arabinoxylanes et des

arabinoxylooligosaccharides par chromatographie d’é change d’ions

L’analyse est réalisée a I'aide du systeme chrognaphique WATERS 600 E décrit au 8 1 4.
500uL d’une solution d'arabinoxylane ou d’arabinmofigosaccharides & 20mg.mldans un
tampon NHHCO; 0,05M pH 8, sont injectés sur une colonne AP-1x{20n, Waters) contenant
une phase stationnaire échangeuse d’anions deAtypel Plus QMA (WATERS). L’élution est
réalisée & un débit de 2mL.rlien mode gradient de force ionique selon le prograrimdiqué ci-
dessoustableau 46 La présence de solutés glucidiques dans I'élstatisualisée par un détecteur
modéle 486 (WATERS) réglé & 220nm et par un réraétre différentiel modéle RI detector 475
(Kontron Instruments, Suisse), monté en série sotie du détecteur UV. L'éluat est collecté par
fraction de 2mL par un collecteur modele 2110 (BdRUSA).

Tableau 46 : Gradient de force ionique utilisé pour I’'analyse des différentes fractions
arabinoxylooligosaccharides, par CEI.

Durée d’analyse en NH4HCOs, 50mM, en % NH4HCOs3, 50mM +
minutes vol/vol NaCl 2M en % vol/vol
0 100 0
15 100 0
45 0 100
60 0 100
75 100 0

IV 2 6 Analyse des arabinoxylooligosaccharides par

chromatographie liquide haute performance en phase normale

Les fractions oligosaccharidiques dont celles issieela HPSEC, sur colonne Aquagel OH-

30, sont analysées par chromatographie liquideehpetformance en phase normale. Le systeme
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met en oeuvre une colonne Ultrasep-NBbQx4,6mm ; 4um ; Bischoff ; Allemagne) thermostatée
a 35°C par un four a colonne (CrocoCil, C.I.L., ). La visualisation des solutés en sortie de
colonne est effectuée a l'aide d'un détecteur &usidn de lumiére de type DDL 31 (Eurosep,

France). L’élution est réalisée en mode isocratigaleune phase mobile constituée d’un mélange

eau/acétonitrile dans les proportions 65/35 vol/vol

IV 2 7 Détermination des masses moléculaires des
arabinoxylooligosaccharides par spectrométrie de ma sse en mode
MALDI-TOF

L’analyse de la distribution des masses molécidades oligosaccharides obtenus a été
réalisée a I'Institut Européen de Chimie et Biobo{IECB) de Bordeaux, en collaboration avec le
Pr. J.M. Schmitter. Le soluté est repris dans utang& éthanol-eau (1/1 vol/vol). 2uL de cette
solution sont complémentés par 2uL d’acide parayiiéhzoique, constituant la matrice. Le
meélange homogénéisé est déposeé sur la cellulelgénauis séché a température ambiante avant

d’étre introduit dans la source du spectrometre.

IV 3 Hydrolyses enzymatiques

IV 3 1 Mesure de lI'activité xylanase

Parmi I'ensemble des biocatalyseurs utilisés poettec étude, seules les activités des
xylanases ont fait I'objet d’un contrdle au laboieg. Les autres enzymes, amylases, protéases ou

arabinase, ont été utilisées en se référant awitéstindiquées par les fournisseurs.

Les trois xylanases (XS-Sigma, XM-Megazyme et Xh4y) sont préparées a une
concentration précise comprise entre 2 et 3 md.rfids/vol). Pour mesurer I'activité de ces
solutions, 0,1mL pour XS et XM ou 1mL pour XL, s@udditionnés a 100ml d’'un tampon acétate
de sodium, 0,05M, pH4,5 contenant le substrat (Xg/lde hétre, Sigma, X4252) a la concentration
de 1mg.m[*. La température du milieu réactionnel est fixé@92C. Aprés I'ajout de I'enzyme, des
prélevements sont effectués toutes les minutesgmerigmin, puis un dernier au bout de 10min.

Chaque prélevement est traité pendant 5min a 1p0fCstocké a -20°C avant analyse. Les sucres

209



- Chapitre VI Matériels et méthodes -

réducteurs présents dans chaque préléevement ssés$ gar la méthode colorimétrique de Lever
(1972).

L’'unité d’activité xylanase (UE) est définie comitaequantité d’enzyme qui libére 1pumol de
sucre réducteur, exprimée en équivalents xylogerér d'un substrat modeéle (Xylane de hétre :
X4252 ; Sigma) par minute, dans les conditionsest: t

IV 3 2 Suivi cinétique de I’hydrolyse

IV 3 2 1 Dosages des sucres réducteurs

Le suivi cinétique de la libération, par voie enagigue, d'oligosaccharides a partir des
fractions arabinoxylanes, s’effectue grace au desdgs sucres réducteurs selon la méthode
colorimétrique de Lever (1972). 250uL d'échantilloprovenant d'un dilution adéquate de
prélevement effectué au cours de I'hydrolyse, auarté entre 20 et 100ug équivalents xylose, sont
additionnés de 750uL d’une solution fraichemenparée contenant 80% vol/vol de NaOH 0,5M
et 20% d’acide hydrazide para-hydroxybenzoique (BAH) a 5% pds/vol dans HCI 0,5M. Le
mélange est agité au vortex puis placé 5min a 10D&Cecture de I'absorbance a 410nm, se fait
apres refroidissement, pendant 10min a tempéraorbiante. La moyenne de trois mesures
d’absorbance pour chaque échantillon est convertieequivalent xylose a l'aide d’'une droite

d’étalonnage établie dans les mémes conditions.

IV 3 2 2 Dosage des oligosaccharides et monosaccharides

Les produits de I'hydrolyse enzymatique sont séparé le critere masse moléculaire par
chromatographie liquide haute performance d’exolusnoléculaire sur gel (HPSEC), en mettant
en oeuvre le systeme HPLC décrit au 8 IV 2 4. Lesurss en oligosaccharides et en
monosaccharides dans I'échantillon analysé soimhéss sur la base d’'un étalonnage du systeme
réalisé avec des monomeres (xylose, arabinosdap$mi@t glucose), un mélange d'oligofructoses
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(RP 95, 2<DP<7), d'oligomaltose (4<DP<10), d'ingipour la fraction oligomérique de haute
masse et de I'arabinoxylane commercial de mais [@supolymeéres résiduels. Les résultats sont
exprimés en mg.mt, aprés application du coefficient de réponse dieaiéur déterminé pour

chacun des étalons cités.

IV 4 Analyses des acides gras a chaines courtes

L’analyse qualitative et quantitative des acidessgr chaines courtes, AGCC, est réalisée sur
les surnageants de culture des microorganismesofipies en présence de différentes sources

carbonées.

IV 4 1 Par chromatographie en phase gazeuse

IV 4 1 1 Préparation de I’échantillon

La méthode est adaptée de SCHOOLEY (1992). 1mL ileux de culture est centrifugé,
pendant 5min a 10 000 rpm. 500uL de surnageanmpixde corps bactérien, sont acidifiés par
addition de 500ul d’acide chlorhydrique concen®86%) et de 50ul d’acide 3-methylvalérique,
servant d’étalon interne, & 1mg-haans I'eau ultra pure. L’extraction des AGCC, easghliquide,
est réalisée par addition de 1ml d'éther diéthyigula solution précédente. Apres agitation au
vortex, le mélange est centrifugé durant 2min &A0 rpm et la phase organique est prélevée puis
stockée a 4°C. L'opération d’extraction a I'éthst nouvelée une fois supplémentaire sur la phase
agueuse residuelle. Les phases organiques reesailli cours de deux extractions sont regroupées
et 200uL sont prélevés, mis en tube a dérivationezre de 1,5mL puis dérivés par addition de
20uL de N-tert-butyldiméthylsiliyl-N-methytrifluoacétamide (MTBSTFA) contenant 1% de tert-
butyldiméthylchlorosilane (TBDMCS). Apres 20minmtubation du mélange homogéne a 80°C, le
milieu réactionnel est centrifugé 2min a 10 000 rfppl de surnageant est injecté sur la colonne du

systeme CPG.
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IV 4 1 2 Analyse des dérivés TBDMS

L’analyse est réalisée par CPG/SM avec le systegeeitdau chapitre | 3 2. La colonne,
30mx0,25mnx0,25um, mise en ceuvre est de type DB-17 MS (J&Wrthific, USA). Le débit
de gaz vecteur (hélium) est réglé & 1,3mL:idinjecteur, maintenu & 250°C, fonctionne en mode
split, le rapport de division est fixé a 40. L'éart est réalisée en mode gradient de température

selon le programme suivant :

Tableau 47 : Programme de température pour I'analyse des dérivés TBMS en CPG/SM.

Durée d’analyse Pente du gradient

A o
(min) Temperature (°C) (°C.min™)
0 60
5 60
+3
11,6 80
11.6 80
+ 7
27.3 190
29 190
- 20
35,5 60
37 60

Au niveau qualitatif, chaque AGCC est identifiéi part par comparaison de son temps de
rétention relatif, par rapport a I'étalon intera@ec ceux de AGCC étalons dérivés dans les mémes
conditions et d’autre part par comparaison desteggede masse obtenus, avec ceux contenus dans
la base de données du logiciel.

Au niveau gquantitatif, la méthode de I'étalonnageerine (cf. paragraphe IV 2 3 2), est

utilisée. Le résultat est exprimé en mg d’acidembde milieu de culture.

IV 4 2 Par chromatographie liquide haute performanc e

La méthode est adaptée de MORALES (1998). Le seardgle culture des microorganismes

obtenu dans des conditions définies est dilué paCyde telle sorte que la concentration finale en
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acide soit de 5mM. Le facteur de dilution est aélag fonction de I'échantillon traité. 10uL
d’étalon interne, I'acide 3-methylvalérique & 10mg* dans HSO, 5mM, sont alors additionnés.
Apres centrifugation, durant 2min a 10 000 rpm, 2@ surnageant sont injectés sur une colonne
Aminex HPX-87H (300x 7,8mm, BioRad, USA) protégée par une pré-colonnerdAGuard
(BioRad, USA). L'élution est réalisée en mode istique par HSO, 5mM a un débit de
0,6mL.min" et & une température régulée & 35°C. L'éluat matysé par deux détecteurs : un
détecteur absorptiométrique modele 486 (WATERSIgra215nm et un réfractométre différentiel
modele RI detector 486 (Kontron Instruments), plexcéérie a la sortie du précédent. L'acquisition
des données est réalisée par une station MilleRi0WATERS). L'analyse qualitative est obtenue
par comparaison des temps de rétention relatifygggport a I'étalon interne, des solutés inconnus
avec ceux de solutés étalon analysés dans destioosdexpérimentales identiques. L’'analyse
guantitative est effectuée en se référant a desbesiétalon établies, pour chaque AGCC, dans les

mémes conditions. Le résultat est exprimé en m§@EC par mL de milieu de culture.

& Acide lactique = Acide valérique
y = 2E+06x y = 852090x
4,E+06 - R? =0,9998 R2 =0,9976
3,E+06
3,E+06
5
[}
g
5 2,E+06 -
o
E a
c
2 2,E+06
(%}
1,E+06 -
5,E+05 -
0,E+00 4% . . . .
0 0,5 1 mg/ml 15 2

Figure 77 : Etalonnage de la colonne Aminex par les acide gras a chaine courte et I’acide
lactique.
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IV 5 Analyse des protéines par électrophorese sur gel de

polyacrylamide en présence de SDS : SDS-PAGE

IV 5 1 Préparation de I’échantillon

Environ 20ug équivalent protéines sont repris [@arL3de tampon échantillon a pH 6,8 (Tris-
HCI 62,5mM + SDS 2% pds/vol + glycérol 20% pds/yableu de bromophénol 0,025% pds/vol)

puis traité a 100°C au bain marie pendant 3min.

IV 5 2 Séparation électrophorétique

Les protéines présentes dans I'échantillon trail®@'C en présence de SDS sont séparées
par électrophoreses sur gel de polyacrylamide a B2%aide du systeme X-Cell, décrit au
paragraphe | 4 de ce chapitre, dans un tampongliyggne (Tris 25mM, glycine 192mM, SDS
0,1% pds/vol, pH 8,3) selon LAEMMLI (1970). L'épaeur du gel de polyacrylamide est fixée a
1,5mm. La séparation est réalisée sous tensiontardrsfixée a 125V. Apres la migration
électrophorétique, le gel est coloré par une swiutie bleu de Coomassie a 0,1% pds/pds dans un
mélange éthanol / eau / acide acétique glacial dessproportions 40/50/10 vol/vol/vol. le

processus de coloration est réalisé en deux ésajpesssives :

» Incubation du gel dans la solution de coloratiomdaat 2min au four a
microondes réglé sur 300W,

> Incubation pendant 30min sous agitation a tempgramnbiante.

La décoloration est obtenue par immersion du gekdme solution d’éthanol / eau / acide
acétigue a 40/50/10 pendant 2h sous agitation Isantée d’'une deuxieme décoloration dans

éthanol / eau / acide acétique a 5/88/7 (vol/vd)/pendant une nuit a température ambiante
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V Evaluation de I'activité biologique

V 1 Les souches bactériennes utilisées

Des souches de différentes origines ont été wsisdl cours cette étude.

» Lactobacillus :Lactobacillus plantarum 299vProbiotique humain commercialisé
par Probi AB, Suede.

> Bifidobacterium Bifidobacterium longunfCIP 64.62, Institut Pasteur, France), isolé

a partir de muqueuses intestinales humaines (3dulte

» Clostridium butyricum : Probiotique humain commercialisé sous la référence
Biobaby, lldong Pharm Co LTD, Corée.

> Bacillus cereussolée a partir de Probiotigue humain commerciais&/ietnam.

Chacune de ces souches bactériennes est consarvaie®bille, a -80°C.

V 2 Les milieux de cultures standards

Les milieux de cultures sont utilisés sous formebdaillon ou de milieux gélosés (agar a

17g.L%). Tous les constituants sont de qualité microlgjiojoe et sont fournis par Fluka (Suisse).
V 2 1 Milieu MRS pour Lactobacillus

Pour Lactobacillus plantarumle milieu utilisé est le MRS (de Man Rogosa Skarpl est
constitué de 10g:t de peptone, 8g:t d’extrait de viande, 4g:t d’extrait de levure, 20g:t de
glucose, 2g.' de phosphate dipotassique, 5Y.ld'acétate de sodium, 2g‘'Lde citrate
d’ammonium, 0,2g.L* de sulfate de magnésium (heptahydrate), 0,04dd sulfate de manganése
(monohydrate) et de 1mLLde tween 80, le pH final est de 7. Avant utilisatie milieu est
autoclavé 15min a 121°C.
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V2 2 Milieu M20 pour Bifidobacterium

Pour Bifidobacterium longumie milieu M20 (appellation Pasteur) est constileé30g.[* de
tryptone, de 20g.t d'extrait de levure, de 0,5g'Lde L-cystéine chlorohydrate, de 59.lde
glucose et de 25ml:td’une solution d’hémine (0,1g hémine, 4mL de &metlamine, 96mL d’eau
ultra pure), le pH étant de 7. Le milieu est awtweéla 121°C pendant 15min.

V 2 3 Milieu TS pour Clostridium

La souche @stridium butyricumest cultivée sur milieu classique Tripticase S8j8). Il est
constitué de 17g:t de digestion pancréatique de caséine, 3gle farine de soja, 2,5g1 de
glucose, 5g.L* de NaCl et de 2,5g-tde phosphate dipotassique. Le pH final est deL2 3nilieu

est autoclavé a 121°C pendant 15min.

V 2 4 Milieu MH pour bacillus

La souche d®acillus cereusest cultivée sur milieu Mueller Hinton (MH), coitgé d’extrait
de beeuf 2g.t, d’hydrolysat de caséine 17,5¢,Ld’amidon* soluble & 1,5g'L Le pH est ajusté a
7,5 et le milieu est autoclavé a 121°C pendant @5ta culture est placée sous agitation orbitale a
125 rpm a 30°C.

* Le milieu MH peut aussi étre préparé sans amidon.

V 3 Préparation des inoculums

Pour chaque série de test de croissance, une nflieyaupportant la souche bactérienne
choisie, est placée dans 3mL de milieu spécifigéals, puis le tube est mis a I'étuve a 37°C, en
aérobiose poukLactobacillusdans le MRS, en anaérobiose p8ifidobacteriumdans le M20 ou,
pour Clostrudiumdans le milieu TS et a 30°C en aérobiose @acillus cereusdans le MH.
L’anaérobiose est réalisée a l'aide de sachetsrgings (GasPak, avec catalyseur au palladium,

Becton Dickinson, USA) placés dans une jarre préaueet effet. L’absence d’oxygene est
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contrélée par un témoin d’anaérobiose. Apres 2dmilieu de culture est agité, 1mL est préleve
puis remis en suspension dans 3mL de milieu spéeifistérile. Apres 24h d’incubation, cette
deuxieme préculture est diluée par un volume adédeamilieu spécifique stérile sans source

carbonée puis utilisée comme inoculum dans les thstroissance.

V 4 Test de croissance

V 4 1 Préparations des milieux de culture

Les tests sont effectués en milieu liquide. Powsicahe des souches étudiées, le milieu
spécifique est reconstitué en substituant le gkiges la source carbonée dont on souhaite étudier
I'effet sur la croissance du probiotique, la liskes sources carbonées testées est indiquée dans le

tableau 48ci-apreés.

Le milieu de culture spécifique (MRS, M20, MH ou)T&3t reconstitué sans glucose et a une
concentration finale pour tous les ingrédients fhi® supérieure a la valeur normale. Aprées
autoclavage pendant 15min a 121°C, la quantitéodece de carbone nécessaire a la croissance du
microorganisme est dissoute dans 2mL d’eau ultree gauis additionnée a 10mL de milieu
spécifique stérile. La solution est homogénéiséis filirée stérilement sur membrane 0,22um
(Millipore). Le milieu de culture stérile est réfiaen fraction de 1,8mL dans des tubes en verre
stériles de 5mL.

V 4 2 Le test de croissance

A partir de la deuxiéme préculture (cf. §V 3), uiletion au 16™ dans le milieu stérile sans
source carbonée est réalisée, puis un préleversehRdL de cette dilution est ajouté au 1,8mL de
milieu de culture préparé précédemment (8V 4 1yéAmhomogénéisation, les milieux de culture
ensemencés sont placés a l'étuve a 37°C ou 30°C Bacillus cereus en anaérobiose pour
Bifidobacteriumlongum et Clostridium butyricumet en aérobiose pour les autres souches. Le suivi
de croissance se fait par mesure de la densitqugpi 570nm (moyenne réalisée sur trois tubes
identiques) de la culture sur chaque source deonarka intervalles de temps réguliers. La valeur
moyenne de la densité optique obtenue est tradnitombre de bactéries (UFC.thunité formant

colonies) a l'aide d’'une droite d’étalonnage préement établie pour chacune des souches testées.
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Tableau 48 : Liste des sources carbonées pour I'étude de I'effet sur la croissance des différentes
souches bactériennes.

Souches Bactériennes Sources carbonées utilisées
Glucose
Fructose
Lactobacillus plantarum Xylose
FOS RP95

AXOS 1 de blé, de seigle et de mais

Glucose
Fructose
Xylose
Arabinose
Bifidobacterium longum Xylobiose
Inuline
FOS RP95
AXOS 1 de blé, de seigle et de mais
AXOS 2 de blé, de seigle et de mais

Glucose
Fructose
Xylose
Clostridium butyricum Arabinose
Inuline
FOS RP95
AXOS 1 et 2 de blé, de seigle et de mais

Arabinose
Xylose
Bacillus cereus
FOS RP95

AXOS 2 de blé, de seigle et de mais
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V 5 Test d’adhésion sur mucine gastrique

V 5 1 Préparation des puits

Le protocole est adapté de la méthode de VISHWANA[984) mise au point sur
Pseudomonas aeruginashe test est réalisé sur microplaque de polystyr@éepuits (Nunc,
Danemark). Chaque puits servant pour le test estuxert par 100uL d’'une solution de mucine de
type |ll d’estomac de porc (Sigma, France) & 10rhg-nia solution de mucine est préparée aprés
une étape de purification du produit commercial, pae double précipitation a I'éthanol 60%
vol/vol a froid puis une lyophilisation du précii{d’aprés GLENISTER, 1988). La plague est
incubée 14h & 4°C. Les puits sont ensuite lavéss2pfar 200pL de PBS (NaCl 8¢.LKCI 0,2g.L
! KH.PO, 0,29.L%, NaHPO, 1,15g.L") pour enlever I'excés de mucine et recouvert [Gu2.
d’albumine de sérum bovin (BSA, Sigma, France) af#4/vol pendant 4h a 4°C. Cette étape a
pour but d’enduire completement le fond du puitsrdmiére a éviter une adhésion des cellules sur
le plastique. Les puits sont a nouveau lavés 2gais200uL de PBS pour enlever I'exces de BSA.

Trois puits sont utilisés par échantillon.

V 5 2 Préparation des cultures

1mL d’une culture dBacillus cereusncubée 16h a 30°C en milieu MH est centrifug&@0 rpm
pendant 5min a 4°C. Le culot est lavé deux foissdbmL de PBS puis centrifugé a nouveau. Le
culot résultant est alors suspendu dans du PB#uétde maniere a atteindre une DO 600nn*de
0,10, 100uL de cette suspension sont introduits dd@aque puits et la plaque est incubée 1h a
37°C. La suspension contenant les bactéries libstseliminée par pipetage. Chaque puits est
ensuite lavé 12 fois par 200uL de tampon PBS dénlever les cellules qui n'ont pas adhéré a la
mucine. La désorption est réalisée a I'aide de 2Gfune solution de triton X100 (Sigma, France)
a 0,5% vol/vol. la plaque est incubée 20min a teatpée ambiante sous agitation. Les bactéries
contenues dans les 200uL sont dénombrées par rionésar boite MH — agar. L'efficacité de
'adhésion est exprimée par le nhombre d'UFC, camendans le puits et ayant adhérées a la

mucine.
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Au cours de la derniére décennie, le concept dattation fonctionnalisée a connu un essor
considérable. L'association, dans une base alintentggnéralement lactée, de microorganismes
vivants qualifiés de probiotiques et/ou de substaraigosaccharidiques dénommées prébiotiques,
susceptibles de produire un effet bénéfique susdaté de I'héte dépassant le simple apport
nutritionnel, suscite l'intérét tant au niveau coeroial que scientifique. Les grands groupes
mondiaux leaders de I'agroalimentaire se sont gpj#® ce concept et développent actuellement
une importante stratégie marketing afin de sensérile consommateur a l'intérét de cette nouvelle
forme d’alimentation. Toutefois aucun des argumentslicitaires mis en avant ne peut étre viable
a moyen terme si il n’est réellement étayé et cv@fpar des études scientifiques sérieuses. Celles-
ci deviennent nombreuses depuis la fin des ann@eEl@s concernent aussi bien la recherche de
nouvelles souches microbiennes capables de surdams les conditions micro-environementales
du tractus gastro-intestinal, pour y manifesterrdeaffets bénéfiques, que la production de
structures oligosaccharidiques originales pouvardduter favorablement [I'activité et/ou la

croissance de la flore microbienne endogéne, notrhau niveau du célon de I'héte.

C'est dans ce cadre général et plus particulierenmmtui concernant la recherche
d’oligosaccharides d’intérét prébiotiques, que nawusns expertisé la faisabilité de leur production,
a partir de sons de céreales, sous-produits deubtnie minotiéere. Les sons de blé et de seigle
contiennent environ 45% pds/pds de polysacchanes amidonnés. lls constituent une source
gu'il est intéressant de valoriser en en extraj@ssubstrats de base a partir desquels nous avons
étudié la possibilité de produire, au travers d'pnocessus hydrolytique contrélé, des
oligosaccharides de faible degré de polymérisatitermi les polyméres glucidiques autre que
'amidon, nous avons choisi d’extraire la fractiarabinoxylane (AX) qui en représente la majeur
partie & 70%).

En utilisant un procédé classique de délignificatdes sons bruts suivi d’'un traitement a
chaud en milieu alcalin, nous avons isolé une ifsacenrichie en arabinoxylanes. Celle-ci a été
purifiée par extraction en phase solide, sur éoband’anions, afin d’éliminer sélectivement des
contaminants polyphénoliques ainsi que des arabiaon&s anioniques, non adaptés a I'application
ultérieure envisagée, car difficilement métabolisalpar les bactéries du tractus intestinal. La

fraction polysaccharidique neutre ou tres faiblerradrargée, recueillie a I'issue d’un tel procéde,
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représente 7 & 10% pds/pds du son brut respectitepoerr le seigle et le blé, soit un tiers des
arabinoxylanes initialement présents dans les pmauits de minoterie. La faiblesse du rendement
d’extraction est justifiee par une solubilisationcomplete des polysaccharides au cours du
traitement alcalin ainsi que par I'élimination de fraction arabinoxylane anionique a l'issue de
'étape d’échange d’ions. L'importance du rappomXAvoisin de 1 pour les arabinoxylanes

purifiés, témoigne d’'un taux de ramification éledg€s chaines de xylanes, caractéristique d’'une

appartenance aux couches d’hémicelluloses leseplesnes du péricarpe des grains d’origines.

La mise en ceuvre d’'un processus hydrolytiqgue unayéeé testé afin de dépolymériser les
AX purifies en arabinoxylooligosaccharides (AXOSE daibles DP. L'utilisation d’acide
trifluoroacétique a des concentrations et des teatpees compatibles avec la stabilité des
structures des pentoses constitutifs des polymeérespermet pas de concilier un fort degré
d’hydrolyse, nécessaire a I'obtention des AXOSsddo@ration concomitante d’'une part importante
de monosaccharides, préjudiciable au rendementale de substitution élevé des chaines de
xylanes, entre autre par I'arabinose, est un fadieitant 'accés des sites de clivage des liasson
B(1-4) aux xylanases testées lors des essais dlygdrenzymatique directe des AX. L’addition
d’arabinofuranosidase n'augmente pas sensiblenedffitdcité des xylanases. Dans tous les cas,

les rendements en AXOS d’intérét n'excede pas 10ébque soit le mode d’hydrolyse choisi.

En prenant le parti de combiner les deux procedsydrolytiques, chimique puis
enzymatique, nous avons montré qu’il était possidesurmonter partiellement les difficultés
rencontrées. Cependant, I'optimisation rationneffen tel procédé impliquant un nombre
considérable de parameétres interdépendants a itédaesmise en place d’'une approche par plan
d’expériences. Le procédé de production d’AXOS pird scindé en deux processus consécutifs.
Le premier dentre eux, I'hydrolyse chimique par T€EA, a fait I'objet d’'une optimisation
impliquant la construction d’'un plan d’expérienaggisant un réseau uniforme de Doehlert a 3
facteurs ([TFA], durée et température) pour équrtiples essais dans le domaine expérimental
dont nous avons fixé les limites. L'exploration domaine a nécessité seulement la mise en ceuvre
de 13 essais d’hydrolyse, dont nous avons quanéfiéperformances par HPSEC couplée a un
détecteur a diffusion de lumiére. Cette techniqu®de est bien adaptée au suivi de la dégradation
des polyméres AX, de la production d’AXOS et delecales monosaccharides, et permet la
guantification de ces trois familles moléculairemstituant les réponses mesurées au cours des

différents essais. L’exploitation des résultata@amment la transformation des réponses mesurées
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en fonctions de désirabilité, individuelles puislmle, nous a permis de construire un modele
mathématique de type polynédme du second degré, ldentoefficients ont été déterminés. Ce
modele, ayant un caractére descriptif et prédiatiteptable, a rendu possible I'exploration
numeérique du domaine expérimentale pour la reckedtbn optimum de fonctionnement du
processus d’hydrolyse chimique. La validité puisdaustesse des conditions optimales proposées
par le modéle ( [TFA] = 0,16M a 80°C pendant 2h} été vérifices expérimentalement. Ces
conditions opératoires sont originales et malgrigenconnaissance du procéde, nous ne serions pas
allés intuitivement dans une telle direction, ce gonstitue I'un des apports majeurs de cette
approche. L’hydrolyse de la fraction AX purifiéears les conditions expérimentales optimisées,
conduit a I'obtention d’'une fraction oligosacchagiges représentant 50% pds/pds du substrat
initial. La libération de monosaccharides est tfmigeinévitable et importante, puisqu’elle atteint
45% de la masse de substrat.

L’élimination sélective des monosaccharides paagfiltration sur membrane, dont le seuil de
coupure est fixé a 3kDa, a été étudiée et optimitadilisation du systéeme a membrane a
perméabilité sélective, en mode diafiltration digt@oue, incluant deux étapes successives de
concentration/dilution, autorise I'élimination d@% de I'arabinose et xylose libres, présents dans
I'hydrolysat chimique. Compte tenu du seuil de amepde la membrane, la fraction perméat
contient également des AXOS de faible DP, représenenviron 10% des oligosaccharides
engendrés au cours de la dépolymérisation des AXcdhstat nous a conduit a considérer le
perméat de I'étape de diafiltration comme une foactidentifiee AXOS 2, présentant un intérét

prébiotique potentiel.

Les arabinoxylooligosaccharides issus du procesSiisd’hydrolyse chimique par le TFA
possedent une distribution de degré de polymémisatiomparable a celle de Il'inuline et par
conséquent trop élevée pour répondre au critéraitle (2 < DP < 10) auquel doit répondre un
prébiotique. Afin de satisfaire cette exigence,snavons construit un second plan d’expérience, au
cours duquel les conditions optimales d’hydrolyseyenatigue des AXOS de DP élevé ont été
déterminées. Compte tenu du caractére discontindoduaine expérimental, lié a la présence du
facteur nature de la ou des enzymes mises en omwowie, avons choisi un modeéle additif pour
explorer celui-ci. La construction de la matricexpériences incluant 12 essais, puis la réalisation
de ceux-ci, ont permis l'estimation des coefficienlu modele et l'utilisation de celui-ci pour

prévoir I'effet moyen de la variation de chaquetéac (nature et concentration des enzymes, durée
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du traitement) sur le taux d’AXOS de faible DP et thonosaccharides dans I'hydrolysat
enzymatique. Ces deux grandeurs constituent leens®s mesurées par HPSEC. Une telle
démarche nous a conduit a la détermination desitgmmsl optimales, impliquant I'utilisation
couplée dune xylanase et de [larabinofuranosidageur la production d'une fraction
oligosaccharidique de faible DP, identifiece AXOSefl ceci sans libération concomitante de
monosaccharides. Le double processus hydrolytigpoaé aux AX purifiés de blé, de seigle ou
de mais, dans les conditions optimales définies|gmrdeux plans d’expériences et avec une
diafiltration intermédiaire, conduit a I'obtentiase deux fractions oligosaccharidiques d’intérét
identifiées AXOS 1 et AXOS 2.

La caractérisation physico-chimique de ces frastiarété réaliseée, en combinant l'utilisation
des outils CPG, HPSEC, HPLC en phase normale etrsp&trie de masse en mode MALDI-TOF
et ESI pour 'établissement de leur distribution lkudouble critere taille et composition osidique.
Des oligosaccharides de DP compris entre 5 et 86titoent la fraction AXOS 1, avec la présence
majoritaire d’oligoméres contenant 5 a 10 résidsidiques. L'interprétation des spectres de masse
obtenus en mode MALDI, apres simplification du méla par HPSEC a permis d’identifier au
moins 6 familles moléculaires pour un méme nomleerésidu. Parmi celles-ci, on trouve des
oligopentoses, des oligopentoses substitués pegsiniu galactose, acide glucuronique ou bien par
le dérivé 4-O-methyle de ce dernier. Enfin, la preg d’oligopentoses doublement substitués par
deux galactoses ou encore par un galactose etide glacuronique est mise en évidence puis est
confirmée par des analyses, en mode MS-MS, dedrepede masse induits par collision des
principaux ions moléculaires représentatifs def@dihtes familles.

La présence d’acide glucuronique et de galactose s AXOS 1 est en accord avec les
compositions osidiques des AX de sons de céréale#é et publiés dans la littérature. Toutefois
le mode de préparation des AX, incluant une étdpetrdction en phase solide sur échangeur
d’anions, n'a pas conduit a I'élimination compl&tes forme anioniques comme en témoigne la

présence d'oligosaccharides substitués par I'aghgeuronique.

La composition de la fraction AXOS 2 est moins cterp. Celle-ci est principalement
constituée de pentoses, notamment I'arabinoseigdjpéntoses et d’oligopentoses monosubstitués

par un résidu galactose, présentant des DP comemtris 2 et 5.

Les deux mélanges d’arabinoxylooligosaccharidesi aaractérisés ont été testés sur les

criteres de leur capacité a stimuler la croissatedifférentes bactéries probiotiques reconnues
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ainsi que leur capacité a induire la productiorcidles gras a chaine courte, sur ces mémes souches.
Quatre souches probiotiques cibles ont été miseseanre, elles appartiennent a des genres
bactériens qui sont des commensaux du tractugimded orsqu’elles sont cultivées sur un milieu

ou la source carbonée glucidique est apportee Eoudsrme d’AXOS 1 ou AXOS 2, elles
manifestent différentes capacités de croissandesaqi comparées a celle obtenues en présence de
FOS RP95, prébiotique de référence, dans les méammaditions expérimentales. Les AXOS 1
stimulent de maniére significative la croissancdadsouchd_actobacillus plantarum 299\avec

une efficacité toutefois inférieure a celle du m@la de FOS RP95. Cette méme fraction AXOS 1

est sans effet sur les trois autres souches testées

Les AXOS 2, exempts d’oligosaccharides substitug#s’acide glucuronique, possédant des
DP inférieurs ou égaux a 4, présentent plus d&tidis produisent un effet positif sur la croissan
des soucheBifidobacterium longumClostridium butyricumet Bacillus cereusLa stimulation de
croissance observée difidobacterium longumapres 22h de culture est comparable a celletmdui
par les FOS RP95. Cependant cet effet peut étadie attribué a la présence d’arabinose libre
dans la fraction AXOS Zlostridium butyricuncroit faiblement lorsqu’il est cultivé sur un retli
ou la source carbonée est apportée sous la foroigaBaccharides. Toutefois les AXOS 2, et plus
particuliéerement ceux issus de blé, produisentffat positif significatif et supérieur a celui medu
pour les FOS RP95 et ceci tant au niveau de Iasance que de la production d’acide butyrique.
L’évolution de la population bactérienne au counsteinps, estimée seulement par le biais d'une
mesure d’absorbance, reste cependant difficiléegipréter. L’augmentation d’absorbance observée
au cours des 30 premieres heures de culture ebalgement principalement attribuable a un
changement de morphologie des cellules bactérienNesis ne disposons d’aucun élément

permettant d’expliquer ce phénoméne.

C’est certainement vis a vis de la souche prohietiBacillus cereusque les AXOS 2
présentent le plus d’intérét. Si ceux-ci produisenteffet sur la croissance, comparable a celui
induit par les FOS RP95, ils sont capables de &ima sporulation de la méme bactérie avec une
efficacité 2,5 fois supérieure a celle observéer pauéférence prébiotigue FOS. Ce constat est
important dans le cadre d’'une application indukriguisque les probiotiques du genre bacillus
sont utilisés sous la forme sporulée. De plus,gleeBacillus cereusest cultivé sur un milieu
enrichi en AXOS 2 de seigle, la bactérie manifeste capacité d’adhésion a la mucine gastrique,
mesurée lors de test vitro, 3 fois supérieure a celle observée lors d’'unéungilsur milieu FOS.
L’extraction sélective des protéines présentes sutéace de la bactérie cultivée sur AXOS 2 de
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seigle, suivi de leur analyse par électrophorésegsl de polyacrylamide, met en évidence la
surexpression d’'une protéine de type S-layer, faseiwée lors de la culture de la méme bactérie
sur milieu sans addition d’AXOS 2. Méme si ces tas observations résultent d’'un nombre
limité d’expériences, elles n'en demeurent pas mdmes intéressantes. En effet, la bactérie
probiotique, pour manifester son role bénéfiquenaueau du tractus intestinal, doit pouvoir y

séjourner pendant une période suffisamment londueeei peut étre facilité par sa capacité

d’adhésion accrue sur les constituants de la msguiBtestinale.

En guise de conclusion générale, I'un des appoihcipaux de cette étude, trés
pluridisciplinaire et pionniere menée au LCSN, désilans la définition et la mise en place d’'une
démarche rationnelle avec I'ensemble des outilsessaires pour aborder la production
d’'oligosaccharides d’intérét prébiotigue et ceciel(p que soit l'origine des substrats

polysaccharidique qui pourraient étre traités.

Les perspectives immeédiates de ce travail concetassompréhension des effets d’AXOS 2
sur la sporulation et I'expression des protéinesutéace cheBacillus cereusCela nécessitera une
double approche incluant une expertise approfoddida composition moléculaire du mélange
d’'oligosaccharides et un fractionnement a I'échgleparative des principaux constituants.
L'utilisation du couplage LC/MS en tandem apportées compléments d’information précieux sur
la nature des constituants d’AXOS 2. CependanedauRMN permettra d’élucider leurs structures
et notamment les sites de substitution des chatleesxylanes. L’'approche RMN ne sera
envisageable qu’a partir du moment ou nous seronmasure de produire en quantité suffisante
(quelques dizaines de mg) des fractions peu coraplexpartir des AXOS 2. Le fractionnement ne
sera pas seulement nécessaire pour I'étude stalestui sera indispensable pour poursuivre
'expertise des effets induits sur la sporulatiariaebiosynthése de S-layer chBacillus cereus
L’attribution des effets mesurés sur la bactéripliqguera de procéder a de nouveau essais de
croissance en utilisant des fractions simplifié&sX@S 2, parfaitement identifiées au niveau de
leur contenu en especes moléculaires oligosacatyaeislt Au cours de cette seconde phase
expérimentale, nous devrons également nous doagenbyens de suivre I'évolution, au cours de
la fermentation, des concentrations de chacune edpgces moléculaires oligosaccharidiques
additionnées au milieu de culture de la bactémbiptique.

A moyen terme, le caractére adaptable de la métbgi@ode production d'oligosaccharides
de DP contrélé, nous permettra d’envisager sonicgifn au traitement d'autres fractions
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hémicellulosiques de sons de céréales. A titreafigte une extraction a chaud en milieu aqueux
donnerait accés a des arabinoxylanes hydrosoluBkesx-ci, moins fortement substitués que les
AX qui ont fait I'objet de notre travail, doivenbpséder une meilleure aptitude a étre métabolisés
par les bactéries et de ce fait un caractére prgbe accru. La méme approche pourrait étre
adaptée aux hémicelluloses de la couche d’aleudom¢ le rapport A/X est voisin de 0,3 donc
parfaitement compatible avec une activité prébiaigotentielle. Cependant, I'extraction sélective
d’une telle fraction a partir de céréales induidss colts qui pourraient ne plus étre en accaed av

I'objectif initial de valorisation des sous-prodiit
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Annexe 1

Etalonnage du systeme HPSEC par le mélange conahdecimaltooligosaccharides de DP

compris entre 4 et 10 :
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Annexe 2

Suivi par HPSEC de la distribution des masses mtd&es des A¥m de mais a l'issue de
48h d’hydrolyse par les xylanases XS et XM.
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Annexe 3

Tableau des coefficients du modele polynomial decosd degré relatif au Processus n°1,

estimés par la méthode des moindres carrés, etiisgs sa forme matricielle :

Coefficients Valeurs calculées pour
Y, Y, Y
a0 0,1823 29,0037 15,0598
al -8,7017 9,9236 1,2393
a2 -9,3775 11,5011 1,5123
a3 -7,6498 23,6547 2,7262
al-1 8,2666 -4,8902 -0,9392
a2-2 8,4163 -3,9989 -0,7239
a3-3 4,1273 12,2276 0,5009
al-2 9,0811 -0,7689 0,3072
al-3 5,9546 0,4055 -0,3740
02-3 7,7987 1,5223 -0,3166
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Annexe 4

Graphes d’adéquation relatifs aux réponses Y1 afu’frocessus n°l :

Adéquation de la réponse Y,

Réponse mesurée

99|Nd|jed asuoday

‘Yl

Adéquation de la réponse Y;

99|Nd|jed asuoday

11,00 12,00 13,00 14,00 1500 16,00 17,00 18,00 19,00

10,00

Réponse mesurée v
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Annexe 5

Echantillon 1

Acquired on 06-Apr-2006 at 11:49:54

Scan El+
_ 8.701 12.584 TIC
1007 3.62e7
RT
] 8.801 9.517
%] 4
! 9.234 9.667
] 9951  10.334 10784 11184 T,
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Scan El+
. 11.401 12.601 TIC
100 Echantillon 2 4oty
RT
%] 10.317
- 11.701
- 10801 11301
] 10.167 || 10.717 \/J\ 12.084 15 168
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
. Scan El+
100 Echantillon 3 12601 T
] 5.03e7
RT
%] 11.068
] 11.468
] 12.168
] 10.634 117134
o I B e o e B B B B B e L L L B B L e B B e
. Scan El+
100 Echantillon 12.601 TIc
5.80e7
RT
9.534 11.184
9 10.784
% 8.717
8.801 9.484 || 9-667 1.318 12.068
7 9.251 948 0.951 11.001 ’
L . 10.351 _11.434 A
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 n
8.500 9.000 9.500 10.000 10.500 11.000 11.500 12.000 12.500 13.000 13.500

Chromatogrammes obtenus en CPG aprés méthanolgée\aition au TMSIm de :

>

Echantillon 1 :
Echantillon 2 :
Echantillon 3 :

Echantillon 4 :

AXOS 1 de blé,
témoin acide glucuronique
temoin acide galacturonique,

témoins monosaccharides :

Arabinose (pic majoritairefl8,717)
Xylose (pic majoritaire & 9,534)
Galactose (pic majoritairegTL0,784)

Glucose (pic majoritaireql11,184)

vV V VYV ¥V ¥V V V VY

Myoinositol, étalon interne (1 seul pig 12,601)
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Annexe 6

Fiche technique du mélange FOS RP95 : donnéesiésern.

RAFTILOSE®P95
Product Sheeft

ACTIVE FOOD INGREDIENTS

Doc.A3-04*01/02

Description

RAFTILOSE®P95
hydrolysis of chicory inulin;

« is a powder containing mainly oligofructose produced by partial enzymatic

« is a food ingredient composed of oligofructose, fructose, glucose and sucrose

Oligofructose

« is a mixture of oligosaccharides which are composed of fructose units linked

together by 3(2-1)linkages. Part of these molecules are terminated by a glucose
unit. The total number of fructose or glucose units (= Degree of Polymerisation
or DP) of oligofructose ranges mainly between 2 and 8.

Compositional Specifications

All values expressed on dry matter.
Analytical Methods : see our Technical Brochures.

oligofructose
glucose + fructose + sucrose

Dry Matter (d.m.)
Carbohydrate content
Ash (sulphated)
Conductivity (28 Brix)
Heavy Metals

2 932 %
<6.8%

97+15%

>99.5%

<02%

<250 uS

Pb, As each < 0.1 mg/kg
Cd, Hg each < 0.01mg/kg

pH (30-50°Brix)  5.0-7.0
Microbiological Specifications
All values expressed on dry matter.
Analytical Methods : see our Technical Brochures.
Mesophilic bacteria - total count max. 1000/g
yeasts max. 20/g
moulds max. 20/g
Thermophilic aerobic spores max. 1000/g
Anaerobic H,S producing thermophilic spores max. 25/g
Enterobacteriaceae absentin1g
Bacillus cereus max. 100/g
Staphilococcus aureus absentin1g
Escherichia coli absentin1g
Clostridium perfringens absentin1g
Clostridium botulinum absentin1g

Salmonella
Shigella

absentin 100 g
absentin10 g

ORAFTI Active Food Ingredients * Aandorenstraar 1, B - 3300 Tienen, Belgium ¢ Tel +32 (0)16 801 301 Fax +32 (0)16 801 308
afi@oraffi.com * www .oraffi.com




Annexe 7

Spectre de masse en mode MS-MS sur l'ion a m/z £087m/z 1127 de la fraction de AXOS

1, issue de mais.

10 02-Mar-2006
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Annexe 8

Analyse d’AXOS 2 issus de blé, par SM en mode ESI.

oligosacchbg21esi #26-74 RT:0.77-2.13 AV: 49 NL: 1.26E6
T:+ p ESIFull ms [70.00-2000.00]
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Analyse d’AXOS 2 issus de seigle, par SM en mode ES
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Spectre de masse en mode MS-MS sur l'ion a m/z 882 m/z 259 de la fraction de
AXOS 2 issue de mais

oligosacchbg2lesi #84-101 RT: 2.48-3.07 AV:18 NL:5.77E5
T: +p ESI Full ms2 282.00@35.00 [ 75.00-2000.00]
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Annexe 9

Analyse de AXOS 2 de mais par HPLC en phase normategel de silice greffée

amonipropyle et détection réfractométrique
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Analyse de AXOS 2 de blé par HPLC en phase nornsaie gel de silice greffée
amonipropyle et détection réfractométrique
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Annexe 10

Anamyse en HPLC, sur colonne Aminex et détectiondRin prélevement d’'une culture de

Clostridium butyricum, a Oh et 48h.
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Résumeé

Optimisation de la production d’arabinoxylooligosac charides d'intérét biologique a
partir de sons de céréales : approches méthodologiq ues.

Dans le cadre de la valorisation de sous-prodettimtustrie céréaliere, des sons de blé et
de seigle ont été sélectionnés pour la productiaralbinoxylooligosaccharides (AXOS) d’intérét
prébiotique. Les prébiotiques sont des ingrédiaimentaires, glucidiques, non digestibles,
stimulant sélectivement la croissance et/ou l'dg&id’ éléments de la flore colique parmi lesquels
les bactéries probiotiques, ingérées vivantes’pate produisent des effets bénéfiques sur sa santé
La fraction arabinoxylane des sons, extraite paiteiment alcalin aprés délignification puis
purification, est soumise a un traitement de dépélysation impliquant deux étapes successives
d’hydrolyse, chimique (acide) puis enzymatique. dtimisation du processus, par plans
d’expériences, conduit a I'obtention d’AXOS avec remdement de 50% pds/pds. La distribution
en tailles des AXOS issus des difféerents sons &dilié par SM/MALDI-TOF et ESI. Leurs
propriétés prébiotiques ont été évaluées sur deshes bactériennes probiotiques reconnues, des
genres Lactobacillus, Bifidobacterium, Clostridiumet Bacillus comparativement a celles de
fructooligosaccharides de référence et d’AXOS iskumais.

Mots Clés : Arabinoxylooligosaccharide, bioconversion, valorisation, prébiotique,
probiotique, plan d’expériences.

Production optimization of arabinoxylooligosacchari des of biological interest from
industrial cereal bran: methodological aspects.

In the context of a valorisation of agricultural-psoducts, wheat and rye bran have been
chosen as substrates for the production of arapiaokgosaccharides (AXOS) with prebiotics
properties. Prebiotics are non-digestible food edggnts, mainly oligosaccharides, that benefit the
host by selectively stimulating the growth and/otivaty of one or a limited number of bacterial
species already resident in the colon, named ptiobioProbiotics are live micro-organisms that
exert health benefits beyond basic nutrition whegested in sufficient quantities. After lignin
removal and alkali treatment, the arabinoxylantfoas are converted into AXOS (50% w/w) by a
two step hydrolytic treatment (chemical then enziychaoptimized by experimental design
approach. The AXOS mass distributions have beabksted by SM/MALDI-TOF or ESI. Their
prebiotic properties have been evaluated on comprobiotic bacterial strains, Lactobacillus
plantarum, Bifidobacterium longum, Clostridium bu¢ym and Bacillus cereus, and compared to
fructooligosaccharides and AXOS from maize bran.

Keywords: Arabinoxylooligosaccharide, bioconversion, vadation, prebiotic, probiotic
and experimental design.



