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INTRODUCTION GENERALE






La biomasse est une source abondante et renouwwelatdiopolyméres qui intéressent
fortement les acteurs du développement durableeetadChimie verte. Les matériaux
lignocellulosiques, parmi lesquels la celluloses lemicelluloses ou encore les lignines,
comptent pour environ 80% de cette biomasse. Lesdefiuloses sont, apres la cellulose, le
second polymere naturel la plus abondant sur TEmeaaison de leurs propriétés chimiques
remargquables mais aussi de leurs activités biolegicdiversifiees, les hémicelluloses sont
aujourd’hui considérées, au méme titre que la lod& et 'amidon, comme des
polysaccharides d’intérét industriel. Encore nettetrmoins utilisées que leurs homologues,
elles sont considérées comme des polyméres enidavéion en juge par les valorisations
récentes dans le domaine des biocarburants. Edlets mincipalement présentes dans les

céreales ; le bois en contient également des qaasignificatives.

Avec une superficie de 155 000 krta forét francaise représente 28% du territoire ¢
qui place la France au quatriéme rang européee.esSt aussi essentiellement boisée par des
essences feuillues (63%), le chéne étant I'espegeritaire. Si I'on en revient a une échelle
régionale, un tiers de la superficie du Limousaoit 5 850 krh- est boisée dont 5 750 Kie
foréts de productioh.C'est dire I'importance de I'industrie du bois dacette région ol le
chataignier y est reconnu comme une essence entié@maEntre autres caractéristiques,
I'activité forestiere génere des quantités consiblé@s de déchets et produits connexes tels
qgue les branchages, les souches, les écorces otedrms sciures. Malgré des législations
récentes et contraignantes, moins de 10% de cdsifg@onnexes sont aujourd’hui valorisés,
principalement dans le secteur énergétique (pléep)eet la production de matériaux bois

(panneaux de particules, agglomérés...).

C’est dans ce contexte que depuis plusieurs ant&dsgboratoire de Chimie des
Substances Naturelles s’intéresse a de nouvell®spide valorisation de la biomasse
forestiere. Si la fraction cellulosique trouve déjm grand nombre d'applications
technologiques, les hémicelluloses sont, quantles,epeu exploitées malgré leur grande
richesse structurale. Une étude récente Laboratoire consacrée a I'analyse de la strectu
du 4-O-méthyl-glucuronoxylane caractéristique du boiskataignier, a permis d’en préciser
des propriétés biologiques remarquables dans leaimhi@nde I'oncologie cellulaire et
moléculaire. Localisée dans la paroi secondairecdksles de bois, les hémicelluloses y sont
intimement associées a la cellulose et aux ligni@tte organisation chimique originale
explique des propriétés mécaniques remarquablebodu; elle s’oppose égalementet

malheureusementa I'extractabilité de cette catégorie de moléqudriétale et constitue donc
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le principal frein & leur valorisation. La déligiciition préalable de la matiere
lignocellulosique tout comme leur extraction alealisont, encore a I'heure actuelle, des
prérequis non écocompatibles a I'extraction desit@hloses. C’est la raison pour laquelle

nous avons engageé cette étude en poursuivant unhedalpjectif :

» proposer de nouvelles approches de délignificapysique, biochimique et
chimique alternatives et plus respectueuses devitemement suivie d’une
extraction dans I'eau des hémicelluloses a padirsdures de chataignier. Une
attention particuliere sera portée a cette occasiota mise en ceuvre de
photosensibilisants (porphyrine - phtalocyaninejtisgtisés et étudiés par ailleurs
au Laboratoire dans le domaine de la photothédhpiamique.

e préciser la relation structure — activité qui egpk la variabilité des propriétés
biologiques des xylanes sur les cellules cancésefd81 issues d’'un épiderme

vulvaire.

Avec ces objectifs, nous proposons d’apporter uwmgribution au développement de
la valorisation chimique et biologique des xylarses le double aspect fondamental et

finalisé.



Premiere partie : La paroi cellulaire végétale, les

polysaccharides, la lignine - Etat de la question






Les hémicelluloses sont des polysaccharides detstas complexes et diversifiés qui
restent malgré des perspectives attrayantes peoitéspa I’heure actuelle comparativement a
d’autres polymeres naturels tels que la cellulasd’amidon. Cette étude souhaite apporter
des réponses a la question de la valorisation doieniet biologique du ©-
méthylglucuronoxylane, une hémicellulose majorgaihez les bois issus de feuillus (chéne,
chataignier...). Elle y est exclusivement localisaenaveau des parois cellulaires primaires et
secondaires dont il convient au préalable de ptésda structure et la formation biologique.
Une attention particuliere sera portée a la contipmsthimique et a la structure de grandes
familles de molécules essentiellement polysacchprés qui la compose. Par ailleurs, les
multiples interactions chimiques qui y sont idaéss, si elles structurent mécaniquement la
paroi cellulaire, sont aussi un frein pour I'expgentateur qui souhaiterait en valoriser le
contenu. C’est la raison pour laquelle il convidfgpporter dans un deuxiéme temps des
réponses méthodologiques, sélectives d’'une padrapatibles d’autre part avec la notion de

chimie verte.

1.1. La paroi cellulaire végétale

La paroi cellulaire végétale est un édifice multi@éoolaire qui assure la rigidité et qui
évolue en fonction de I'age des tissus végétaug. dfitoure chaque cellule végétale et est
essentiellement constituée de polyphénols, pratéetede glucides (90% de la masse de
matiére séche) qui peuvent étre des hémicellulossspectines ou de la celluldse.

Ces différents constituants forment un réseau oexeplde macromolécules
responsable des propriétés mécaniques de la pellolage. Elle a par ailleurs une double
spécificité : elle doit a la fois étre rigide pgauer le réle de squelette et de barriere et assure
une certaine élasticité pour permettre la croissahe végétal. Néanmoins, les échanges
intercellulaires doivent pouvoir se faire. Ces caintes paradoxales sont a l'origine de la
complexité de la paroi végétale dont I'organisatiepose sur trois territoires bien identifiés
(Figure 1) :

- La lamelle moyenne, jonction intercellulaire, et la cohésion cellulaire. Elle est

riche en pectines et dépourvue de cellulose.

- La paroi primaire, est composée de pectines,atllelase et d’hémicelluloses. Sa

structure et sa composition chimique évoluent &udgrla croissance cellulaire.

- La paroi secondaire est constituée des élémenta @aroi primaire dans lesquels

s'est insérée de la lignine. Elle est plus rigide I; paroi primaire et ne permet plus la

croissance cellulaire. On constate une plus gramdportion de cellulose, dont les
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microfibrilles sont disposées en hélices et erntestré], S; et S de la Figure 1). Elle

est située en-deca de la paroi primaire car etlsygghétisée postérieurement a celle-

Ci.

Sy

s Paroi secondaire
2 ( triassisiale

$

- Lamelle
mitoyenne

Paroi
primaire

Q':W V"‘f’i
A5
SSCOB

Figure 1 : Vue perspective d’'une paroi ligneusgria Raven ail. (2007)?

|.1.1. Les principaux constituants

Chimiquement, le bois est essentiellement comgdedéois biopolymeres : de cellulose,
d’hémicelluloses, de lignine mais aussi d’extrdesb La proportion relative des différents
constituants varie en fonction des essences de(baldeau 1) et de la localisation dans la

paroi cellulaire. La répartition moyenne des polygséest présentée dans le tableau ci-

dessous.
Tableau 1 : Composition relative des différentsstitvants du bois

Résineux (% en poids)  Feuillus (% en poids)

Cellulose 42 +2 45+ 2
Lignine 27 %2 305
Hemicelluloses 28+3 20+ 4
Extractibles 32 5+3

I.1.1.a. La cellulose

La cellulose est la molécule la plus abondammgnthgtisée sur Terre en représentant
au moins la moitié de la biomass€’est aussi le polymére naturel le plus valoripge ce
soit sous forme de fibres textiles, de papiers datat modifié d’esters (acétates ou nitrates
de cellulose) ou encore d'éthers. Cet homopolynti@éaire a pour unité de répétition le

cellobiose, motif composé de deux D-glucopyranesesonformatioriC, liés par une liaison
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glucidique B (1—4). Le degré de polymérisation (DP) qui représdatmombre d’'unités
glucosidiques par chaine de cellulose est tregiti#ffa estimer et ce pour deux raisons. La
premiere est la difficulté de solubiliser la cetisé sans la dégrader. La seconde provient du
fait de la trés grande variabilité des DP seloprtavenance et la situation de la cellulose au
sein de la paroi, allant de quelgues centaines udiquirs milliers. La disposition des
hydroxyles libres des glucoses permet [I'établissgmeale liaisons hydrogenes
intramoléculaires, stabilisant la cellulose dans soentation linéaire ce qui lui confere une
certaine rigidité, et des liaisons intermoléculgiggii relient plusieurs macromolécules et les
maintiennent disposées parallelement (Figure 2)siAl’association de nombreuses chaines
de cellulose favorise I'établissement d’'un étaideolordonné, pseudocristallin et permt la
formation de microfibrilles. La structure fibrill@ trés condensée de la cellulose explique sa
résistance meécanique a la traction, ainsi que samactere non-soluble dans I'eau.
Pratiquement, la fraction cellulosique est congidécomme étant le résidu insoluble aprés
I'extraction complete des autres polysaccharidetadgaroi par des agents chélateurs et /ou

des bases minérales.

O‘HIIIIIIIIIII/O
H

OIIIIIIIIIH\(I:)

O‘HIIIIIIIIII/IO 6
H

Figure 2 :Liaisons hydrogéne intra et intermoléculaires darcellulose

1.1.1.b. Les hémicelluloses

Les hémicelluloses désignent a [lorigine les patgharides pariétaux
alcalinosolubles ; cependant certains d'entre-ewts tque les arabinanes et les
arabinogalactanes sont extraits par 'eau. Pamsids, les hémicelluloses regroupent donc
tous les polysaccharides présents dans les passiscellules végétales qui ne sont ni
cellulosiques, ni pectiques. Contrairement a ldutmde, elles possedent une grande variété
structurale qui dépend de I'origine botanique,’dgd des cellules et de leur localisation dans
la paroi végétale. Leur DP est également plus daiiEpassant rarement 200. Les unités
glucidiques peuvent s’agencer de multiples facarssdes hémicelluloses, ce qui explique
leur grande diversité. Toutefois, les hémicellufosent décrites comme étant constituées

d’'un axe osidique principal linéaire sur lequel ypeEnt étre fixés des motifs variés. Si
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'enchainement est constitué dun seul type de mmne, il s’agira dun
homopolysaccharide, sinon d'un hétéropolysaccharides liaisons qui unissent ces
monomeres sont elles aussi trés variées. Concelmamtm donné aux hémicelluloses, le
suffixe-‘ane’ désigne la nature polymérique de I'axe osidiquécgdé directement par le nom
de la chaine principale. Les unités la substitésamt signifiées en premier. Par exemple, les
xylanes sont construits a partir d’'une chaine deseg et les xyloglucanes a partir d’'une
chaine de glucoses, plus ou moins substituée Faudiges de xylose. Les hémicelluloses
peuvent étre classées selon cing grandes familles :xyloglycanes (ou xylanes), les
mannoglycanes (ou mannanes) (Figure 3), les xyegles, les3-D-glucanes (avec des

liaisons mixtes 1>3 et 1-4) et les arabinogalactanes.
OH

o] 0
HO HO
/OM\OMOMOMO\
O\/ ? <l O\/ "
© OH
OH

HOH,C HOH,C

OH
Q®  oH H  oH
0 0
HO HO
=~ 'O
OH OH
OH OH

Figure 3 : Exemples de structures d’hémicellulossshaut un-arabinob-xylane (AX) et en bas ubp-galacto-
D-mannane(selon Ebringerovaadt, )

Les O-acétyl-40O-méthylglucuronoxylanes sont les hémicellulosesoniajres des
essences forestieres de feuillus (chéne, chataigfieu les glucomannanes, bien que
minoritaires, sont aussi caractérisés frequemmiesd. O-acétyl-galactomannanes sont en
revanche les polysaccharides dominants dans lelesagésineux avec une faible quantité
d’arabino-40-méthylglucuronoxylanes. Les xyloglucanes sont Ipencipaux types
d’hémicelluloses trouvées dans la paroi primairezdh plupart des résineux.

.1.1.c. Les pectines

Elles constituent I'essentiel des lamelles moysropg assurent la cohésion entre les
cellules. On parle alors de ciment pectique. Leairds principales des pectines sont
constituées de motifs d’acides galacturoniquesdigés-(1—4) (acides polygalacturoniques)

dans lesquelles s’intercalent des résidus de L-noam liés en (b4) et (1-2). Cette
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insertion crée des déviations de la chaine appetéesies pectiqgues. A linstar des
hémicelluloses, la structure des pectines estviiige puisque des chaines latérales comme
des arabinanes, des galactanes ou des arabinegalest peuvent se greffer sur le squelette
rhamnogalacturonique. Les fonctions acides sontestestérifiées par des groupes méthyles
ou salifiées par des ions mono ou divalents teés lgupotassium, le sodium ou le calcium.
Ces structures donnent sous certaines conditioaggdks. Le degré de polymérisation, de
méthylestérification et la distribution de ces grest méthyles sont autant de parametres qui
vont jouer sur la solubilité de ces molécules. CfEsir cela qu’elles sont classées selon leur
mode d’extraction ; a I'eau chaude pour les pestihautement méthylestérifiées, par des
agents chélateurs de cations divalents (EDTA, t¢xatdiammonium) pour les pectines
faiblement méthylestérifices et a l'acide dilué hawd pour la protopectine (acide

polygalacturoniquej.

.1.1.d. Les lignines

Les lignines sont des polyphénols issus de la lgoparisation de trois alcools dits
phénylpropénoiques ou encore appelés monoligndeicobl coumarylique, I'alcool
coniférylique et I'alcool sinapylique.

OH OH OH
7 = _—
OMe MeO OMe
OH OH OH
Alcool trans-coniférylique Alcool trans-sinapylique Alcool trans-coumarylique

Figure 4: Structure des monolignols

Elles sont le deuxiéme constituant du bois a hauteu30% de la masse séche chez les
résineux et de 20% chez les feuillus. Leur strigcest trés complexe a cause de la présence
de nombreux types de liaisons (Figure 5) entredigerses unités C-9. Les pourcentages

correspondant a ces liaisons trouvées chez lebuteet les résineux sont présentés dans le

Tableau 2°
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Biphényl (5-5") Diaryl propane §-1) Phénylcoumaranp¢s)

Figure 5 : Motifs typiques présents dans la lignine

Tableau 2 : Pourcentages des liaisons les plus coesretrouvées dans les lignines de feuillussineéx

Types de liaisons Résinelix Feuillus?
B-Aryl éther ¢-O-4) 45-48 60
a-Aryl éther @-O-4) 6-8 6-8
Diphényl éther (49-5) 3,5-8 6,5
Biphényl (5-5") 9,5-17 4,5
Diaryl propane §-1) 7-10 8
Phénylcoumarang3{s) 9-12 6

49 total des unités phénylpropane

Contrairement a d'autres polymeres vegeétaux,giedsla cellulose, pour lesquels une

formule structurale générale existe, la structues tignines ne peut pas étre définie de

maniére claire par la répétition d'unités carasti€piies car elles sont liées entre elles de fagon
multiple et plus ou moins aléatoire.

Dans la paroi cellulaire, les monolignols peuvémme oxydés en radicaux libres sous
I'influence d’enzymes (laccases mroxydases), et ce, de facon aléatoire expliquarsi &n

grande diversité structurale des lignines. La prigo des trois monomeres et les liaisons
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intramoléculaires sont trés variables selon I'evgbotanique, le tissu et la localisation au
sein de la paroi. Chez les résineux, la structertadignine dérive a plus de 95% de l'alcool
coniférylique tandis que chez les feuillus, elleypent de I'alcool coniférylique mais aussi de
I'alcool sinapylique. Dans la lignine issue de lgade blé et des autres poacées, la présence
d’alcool coumarylique est typiqué.La lignification est associée au développement des
systemes vasculaires des plantes et cette polyatiérisn situ s’accompagne de liaisons
covalentes avec la cellulose et les hémicellulosegjui assure la bonne rigidité de la paroi,
mais s'oppose a une bonne extractabilité des ¢oasts pariétaux, en général et des
hémicelluloses, en particulier. Les lignines sorgstrésistantes a de nombreux agents
chimiques et biochimiques. Comme on le verra emildgtus loin, de nombreuses voies
d’extraction et de dégradation des lignines existeglles sont souvent spécifiques de
différents types de liaisons du polymere. Leur ci#rdsation et leur analyse structurale
nécessitent 'emploi de méthodes douces capabldgmEymeériser le réseau tridimensionnel
sans pour autant dégrader les noyaux aromatiquegme la chaine propane. Cependant, du
fait des procédés d’extraction, les lignines iseldBgnines d’extraction) sont souvent
différentes des lignineis situ (protolignines). Le terme de « lignine de Klasoast parfois
employé pour désigner le résidu obtenu apres ai@lrarrassé la paroi des extractibles
hydrophiles et lipophiles et des polysaccharides ga I'acide sulfurique concentrée.
Lorsqu'elles sont extraites par le bisulfite enienilacide, les lignines conduisent a des
composés nommeés lignosulfonates, utilisés a I'tchabustrielle comme plastifiant ou
complexant, par exemple. De maniere générale, itgenés sont aussi utilisées comme

additifs dans des matériaux adhésifs.

I.1.1.e. Autres constituants

Les substrats lignocellulosiques renferment aussi éxtractibles c'est-a-dire des
composés solubles dans des solvants organiquesr (éth pétrole, méthanol, acétone,
dichlorométhane...) ou dans I'eau. Le terme d'raetibles » peut englober les constituants du
bois autres que la cellulose, les hémicellulosds<etignines. lls comprennent un trés large
éventail de substances chimiques (plusieurs nsllikr composés), souvent de faibles masses
moléculaires. Ces substances peuvent étre lipagpbilehydrophiles et isolés par extraction.
Le terme «résine » est souvent utilisé pour erglotous les extractibles lipophiles
(exceptions faites des substances phénoliques) apbuétre extraits par des solvants
organiques non polaires. De maniére générale,degpasants majeurs des résines des bois
résineux sont des acides gras ou leurs estersrigjyes, et des terpenes. Les tannins sont des
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oligomeres de faibles poids moléculaires. lls repnéent environ 2 a 5 % de la masse du
bois. lls peuvent étre divisés en deux grands geupes tannins hydrolysables (mélange de
composeés phénoliques simples) et les tannins ce@danu tannins cathéchiques (constitués a
partir de monomeres appelés flavonoides)paroi contient aussi généralement des protéines
(entre 3 et 6%) sous formes de glycoprotéines cotesi@xtensines ou des enzymes telles

que legperoxydases ou des glycosidases.

1.1.2. La paroi secondaire des cellules de bois

.1.2.a. Présentation générale

La paroi secondaire se forme a la fin du proced&lengation cellulaire de la paroi
primaire et se dépose a lintérieur de celle-cis $eopriétés mécaniques remarquables
permettent & la plante de poursuivre sa croissaeriale tout en lui assurant une certaine
rigidité. Son réle est primordial dans le cas diéutEs spécialisées qui assurent entre autres
des fonctions de coordination ou de maintien. Laipsecondaire est sujette a de nombreux
stress tels la tension ou la compression. Elle guespar ailleurs de nombreuses fonctions
parmi lesquelles I'adhésion cellulaire, la réguatde la croissance et un effet barriére contre
les pathogéne's.C'est enfin le lieu de dépot desGdméthyglucuronoxylanes, hémicellulose

modeéle de cette étude.
[.1.2.b. Aspect structural

La paroi secondaire représente environ 60% derla pallulaire et est moins riche en
eau que la paroi primaire. Elle est constituéerdis sous-couches; SS; et S, que I'on peut
distinguer visuellement grace a l'orientation diéiéte que prennent les microfibrilles de
cellulose dans ces sous-couches. La coughe@ésente 5 a 10% de I'épaisseur total de la
paroi cellulaire et I'orientation de microfibrillede cellulose est de 60 a 80° par rapport a
I'axe longitudinal de la cellule. La couche &mpte pour 75 a 85 % de la paroi et est la plus
importante au vu des propriétés mécaniques du Bes microfibrilles de cellulose y ont une
orientation de 5 a 30° nettement plus prononcédauns la sous-couchg &0 a 90°) (Figure

1). Cette derniére sous-couche, la plus interriggtgtivement fine.

La cellulose et les hémicelluloses y apparaisséahmoins comme mieux organisées
structurellement que dans la paroi primaire. La®ipasecondaires sont organisées de facon
hélicoidale ce que Réfseexplique au travers d’une interaction avec lesmgk. En effet, dans
la paroi secondaire, il existe une étroite cori@aentre la présence des glucuronoxylanes et
I'apparition d’une organisation hélicoidale. Dehula surface des microfibrilles de cellulose

des acides sont directement pontés suggérant guaiteofibrilles sont cocristallisées avec
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les glucuronoxylanes et induisent I'arrangemenicbhé@al des microfibrilles. Plusieurs études
ont montré que la structure des xylanes étaitrabeae hélicoidale par diffraction des rayons
X ou par calculs théoriques. Dans le cas du xyfai# (c'est-a-dire sans aucune substitution),
les hélices les plus stables sont des hélicesedrain considérant au départ qu'elles
contenaient 2 & 6 résidus par tour d’hélitees résultats obtenus ont montré que seules les
configurations avec un pas compris entre 10 et 12 Au 3 résidus par tour d’hélice) sont
favorables énergétiquement. Ces résultats sont@rdiavec les résultats de diffraction des
rayons X de Atkins? Les arabinoxylanes posséderaient quant & eux amfermation semi-
flexible. Dans ce cas, la substitution de la chaleexylose par de I'arabinose n’aurait pas
d’influence sur la conformation et les propriétéacnomoléculaires des arabinoxylai®sa
présence de chaines latérales d’arabinose indugndant une contrainte stérique qui oriente

la conformation vers une organisation de tyfeee-fold helical .*°

.1.2.c. Biosynthése de la paroi secondaire

Le dépbt de la paroi secondaire est un phénomémglere dont le contrble et la
régulation durant la croissance de la plante neadjourd’hui pas totalement expliquéDe
nombreuses enzymes sont impliquées dans la syniaas®dification et la dégradation des
oligo- et polysaccharides. La synthese des glyessakt réalisée par des glycotransférases,
leur modification par des carbohydrate-esterasda ripture des liaisons glycosidiques par

des glycoside-hydrolases ou des polysaccharidestashs.
» Biosynthese de la cellulose

Les chaines dp-D-glucanes dont est composée la cellulose sont &dSesnchez les
plantes par la cellulose synthase, qui se présmis la forme de complexes enzymatiques
transmembranaires. Ces derniers sont organisésruaruses hexagonales appelées rosettes
dont le diamétre est d’environ 25 a 30 nm. Elledisent de 'UDP-glucose (uridine-
diphosphoglucose) comme substrat de la réactiondéifiduire la synthése de chainesfXe

D-glucanes qui s’organisent ensuite ous forme deatfiicilles.*®
» Biosynthése de la lignine

Les trois monolignols qui entrent dans la compositile la lignine ne different que
par les substitutions sur le cycle aromatique ptisvienent tous d’'un seul acide aminé : la
phénylalanine. D’autres classes de molécules aiquest contenues dans les plantes telles

que les flavonoides, les stylbénes, les coumamhdes dérivés d’acides benzoiques, sont
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aussi dérivées de la phénylalanine. Cette biosgstlest un processus multi-étapes qui fait

appel a de nombreuses enzymes (lyases, transféngdeslases...) (Figure 6).

o

OH
N

Phénylalanine

PAL l
C4H
Cinnamate— 4-Coumarate
4CL
C3H et HCT CCoAOMT
p-Coumaroyl CoA— Caffeoyl CoA — Feruloyl CoA
CCR l CCR l
c Idéhyd PR 5 hydroxy-  SOMT
-Coumaraldéhyde iféraldé - - ; .
p y Coniféraldéhyde—> coniféraldéhyde—> Sinapaldéhyde
CAD CAD
CAD SAD
OH OH OH
= P _
OMe MeO OMe
OH OH OH
Alcool p-Coumarique Alcool Coniférilique Alcool Sinapylique

Transport dans la paroi cellulaire

|

Polymérisation peroxydases et laccases?

|

Lignines

Figure 6 : Schéma simplifié de la voie biosynthégigles lignines chez les angiospermes d’'aprés Betide,™.
Abréviations : PAL, phénylalanine ammonialyase ;HC&innamate 4-hydroxylase ; 4CL, 4-coumarate CoA
ligase; C3H, p-coumarate 3-hydrolase; HCT,p-hydroxycinnamoyl-CoA :quinate shikimatep-
hydroxycinnamoyl-CoA transférase ; CCOAOMT, caffe@pA O-méthyltransférase ; CCR, hydroxycinnmoyl-
CoA reductase ; F5H, férulate 5-hydroxylase; COMd3gide cafféique/acide 5-hydroxyférulique®-
méthyltransférase ; CAD, alcool cinnamylique déshgdnase ; SAD, alcool sinapylique déshydrogénase.

En raison de leur toxicité, les monolignols ne mis’accumuler en grandes concentrations
dans la paroi cellulaire végétale. Les groupesdwydes phénoliques de ces monolignols sont

alors glycosidés pour donner des composés plukestabnon toxique?.
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» Biosynthése des hémicelluloses

La biosynthése des hémicelluloses a lieu dans d&iagipde Golgi et est suivie par le
dépbt dans la paroi cellulaire par exocytose : dEsicules fusionnent avec la membrane
plasmique et leur contenu, ici les hémicellulosest, relargué dans le milieu extracellulaire.
Dans le regne veégétal, la diversité structuralehdesicelluloses est grande et dépend a la fois
du type de plante et de sa localisation dans lat@laC’est pour cela que tout un panel
d’enzymes est nécessaire pour leur biosynthesg glgeosyltransférases principalement mais
des hydrolases, des lyases et des estérases paueergnir afin de modifier la structure des
polysaccharides. Parmi les hémicelluloses, le ¢@lgltico)mannane est celui dont la
biosynthése est la plus détailleDans le cas des arabinoxylanes, majoritairemesgemts
chez les graminées, des activités de xylosyl-téanses et d’arabonisyl-transférases ont été
détectées dans des fractions isolées de blé gefbila biosynthése des glucuronoxylanes
requiert pour sa part une xylosyltransférase. leffage latéral des acides glucuroniques par
une glucuronyltransférase tout comme l'incorporaties groupes méthyliques n'est a ce

jour, pas comprié?

» Formation de la paroi secondaire

Lors de la formation de la paroi secondaire, lisation et la fonction précise de
chaque composant n'est, la aussi, pas totalemenpri® De nombreuses études proposent
des mécanismes de lignification de la paroi sedomd&elon Awano etoll,?® chez le hétre
du Japon, les microfibrilles de cellulose néosytités sont déposées dans la couche la plus
interne de la paroi secondaire et recouvertes dfine couche de xylanes déposée
ultérieurement. Par la suite, les dépbts succedgifsylanes augmentent le diametre des
microfibrilles leur donnant un aspect globulaire. lignine se dépose simultanément avec les
xylanes de facon a rendre homogene I'apparenceadeaitoi cellulaire. Les complexes
lignine-hémicelluloses chez le ginko forment ddsutas dont la taille dans la couchgeSt
estimée a 16 nm de long, 25 nm de diamétre et 4'@paisseur environ. lIs remplissent les
espaces entre les microfibrilles de cellufés®uel etcoll.,” précisent ces modéles chez le
peuplier (Figure 7). Ainsi les xylanes ne seraigas déposés tous en méme temps lors de
I'épaississement de la paroi cellulaire et doncrgpartis de facon homogéne. Une premiére
partie des xylanes (xylanes 1 sur la Figure 7) lést aux microfibrilles de cellulose
permettant leur agencement hélicoifalUne premiére couche de lignine condensée est
ensuite déposée alors que les types non condesmd#edeéposés plus tard. La deuxieme partie
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des xylanes fortement liée a la lignine s’accunavlec cette derniére. Les cycles aromatiques
se positionnent de facon paralléle aux microfiesilide cellulose. Dans ce cas, les xylanes
sont des structures hétes pour les précurseusslidmine’? L'ensemble des molécules de par

leur diversité structurale, leur localisation endtion spécifique au sein de la paroi participe a

la cohésion et & la rigidité de la paroi secondaire

. Lignine condensée
Cellulose £

" . Lignine non-condensée
Xvlane 1 g

& Xvlane 2

Figure 7 : Représentation d’un possible assemlzlaggolyméres pariétaux lors de la formation dealai
secondaire (d’aprés Ruet al,®).

La paroi secondaire se présente alors comme uangament complexe et
tridimensionnel de macromolécules essentiellematyspccharidiques, arrangement dont

Bidlack etcoll.,'” proposent une représentation dans le cas desqm@ggure 8).
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Figure 8 : Structure de la paroi secondaire chepdacées (d’aprés Bidlackael.,'")
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[.1.2.d. Interactions entre les polyosides constitutifs deplaroi

secondaire

Au sein de la paroi secondaire, les composants sbmitement associés et
interagissent via diverses associations physigtiehieniques. Ces liaisons qu’elles soient
covalentes, hydrogene ou ioniques ont un réle dargructure et la stabilité de la paroi.
Cependant elles conditionnent aussi I'extractabiliies polysaccharides constitutifs. Les
protocoles devront alors étre adaptés selon larenate la liaison et le type de polymére
pariétal a extraire, la lignification de la parsigendrant une difficulté supplémentaire par

rapport a la paroi primaire.
» Interactions cellulose-hémicelluloses

De nombreuses liaisons hydrogéne peuvent se foemtee les hémicelluloses de la
paroi et la cellulose par l'intermédiaire de legreupements hydroxyle. Mais des liaisons
plus fortes peuvent exister. Gurjanowcell., *°ont ainsi pu isoler un galactane fortement lié &
de la cellulose dans la paroi gélatineuse de fibeekn, paroi secondaire typique des fibres de
produits agricoles et des bois de tension. Le tmh@ca probablement été piégé lors de la
cristallisation des microfibrilles de cellulose. Dateractions cellulose-galactomannanes ont
été caractérisés par RMNC #’ dans le caroube. Dans ce cas, il semblerait qédisons
impliqueraient uniqguement les résidus mannose.dtara de I'hémicellulose intervient dans
linteraction avec la cellulose. En effet, Akerhotrcoll.,?® ont montré que le glucomannane
et le xylane, les deux hémicelluloses majoritatfesois d’épicéa, ne sont pas associés de la
méme facon a la cellulose. Le glucomannane ségaitel fagon plus intime a la cellulose que
le xylane, suggérant alors que ces deux polysaidgsan’ont pas le méme role au sein de la
paroi végétale du bois. Un tel constat est juspfié Tokoh etoll.,* qui suggérent que les
acides uroniques, que l'on retrouve chez les ghuvooxylanes, empécheraient les interactions
avec la cellulose, conduisant alors a des altératte la structure pseudo-cristalline de la

cellulose.

» Interactions hémicellulose-lignine

Les lignines peuvent établir des liaisons étroiagec les hémicelluloses par
lintermédiaire de liaisons glycosidiques, benzyhet et benzyl estéf. Dans le cas des

liaisons ester, elles s’établissent souvent enften ldes groupes carboxyle d'un
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glucuronoxylane avec I'un des groupes hydroxyldadkgnine3!*? Ces liaisons sont alcali-
labiles contrairement aux liaisons éther, plusletalbant en milieu acide que basique. Ces
dernieres relient le carbone C2 ou C3 des unités/lbse (dans le cas de glucuronoxylanes)
avec les carbones ety du groupement phénylpropane de la lignfhé® Dans le cas des
poacées l'association covalente entre les arablangyg, hémicelluloses majoritaires, et la
lignine se met en place via les acides phénolignesamment I'acide coumarique, l'acide
férulique et leurs diméres) qui substituent la shaprincipale® Les liaisons sont alors de
type éther via leur groupe hydroxy-phénol ou deetwgster par I'intermédiaire de leurs
fonctions carboxyliques puisque ces acides sont mhe$écules bifonctionnelled. I
semblerait que les liaisons engageant les acidefigié¢es et la lignine soient des liaisons
éther. Selon Jacquét,'acide férulique serait lié & la positighde I'alcool coniférylique,
précurseur de la lignine. Cela implique que leslexiféruliques liés par des esters aux
arabinoxylanes soient co-polymérisés de facon diyyelavec les précurseurs des lignines, du
moins dans le cas des poacées. lls apparaissentedes points de d’accroissement pour la
lignine ainsi fortement associée aux hémicellulog¥ss liaisons phénylglycosides formées
par la réaction des unités réductrices des xylamesc les groupements hydroxyles
phénoliques de la lignine sont également fréquemmancontrées. Ce type de liaison est
facilement rompu en milieu acide. La structure ge$ysaccharides et en particulier des
hémicelluloses tout comme leur mode d’associatigecala lignine sont des facteurs
potentiellement déterminants de I'édification comdeela structure finale ation de la paroi
végétale lignifiée

La Figure 9 résume les différents types de liaisster et éther rencontrées dans les
parois lignifiées. Les liaisons ester entre lescfimms carboxyliques des glucuronoxylanes,
par exemple, et les hydroxyles des lignines sqmésentées, ainsi que les liaisons éther entre
polysaccharides et lignines. Des esters hydroxyeimques peuvent étre liés directement aux
polysaccharides. Un acide férulique bifonctionrelitformer des pontages covalents de type
ester-éther entre les polysaccharides et les kgniou par l'intermédiaire de I'acide
déehydrodiférulique, former des ponts diester emtodysaccharides et étre éthérifieé a la
lignine. L’acidepara-coumarique n’est pas impliqué dans de tels postaes’associe aux
constituants de la paroi aprés lignification sausie de liaisons éther et surtout ester.
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{c)Es ténfication par
un acide hedrocoreimariqae

{d} Pontage diester-éther
parlacide fuliqas

{fr Portaze diester-éther par
I"acide délpdrodiférlique

Pacide déhydrodifinilique
() Acideparacoumarique () Acide foruligue (M} Acide déhydrodiferuliue

Figure 9: Possibles liaisons covalentes entre lelanes et les lignines dans la paroi végétale (d'ajyama et
coll.,®)

» Interactions cellulos-lignine

Les interactions dre la cellulose et la lignine sc comparables aelles qui associent
entre elles les héoelluloses (liaisons hydroge, liaisons électrostatiques et liaisc
covalentes) grace amombreux groupemes hydroxyles de la cellulos& La connaissance
actuelle de l'existence d’associations entre laifig et la cellulose lors de la formatior la
paroi secondaire se limifgrincipalement & decalculs théorique¥*° Ces calculs suggére
un certain niveau d’organisation des noyaux arajnas de ldignine dans la paroi cellulair
native. lls s’orienteraient préférentielleent de facon parallele a la surface de la p
cellulaire et a proximitéde la matrice cellulosique. Les précurseurs de idmirle
s’adsorberaient a la surface des microfibride cellulose au travem'interactions fortes,
influencant par la méme I'oagisation spatle de la lignine.
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|.2. Les xylanes du bois

Les xylanes sont les hémicelluloses majoritairedais et en particulier des bois de
feuillus, dont fait partie le chataignier. lls n’eont cependant pas les seuls constituants.
Comme cela a été mentionné précédemment, la palbilacre est un compartiment
caractéristique de la cellule végétale riche enramaolécules de structures diversifiées. Les
protocoles d’extraction & utiliser doivent donceésuffisamment sélectifs afin de permettre
I'extraction d’'une catégorie de molécules tout eésprvant I'intégrité de leur structure. De
nombreux protocoles d’extraction plus ou moins @éke des xylanes sont décrits dans la
littérature. Cependant selon l'origine du maténggétal et/ou la voie de valorisation
envisagée pour les xylanes qui peuvent en étraitttes protocoles sont évolutifs.

Dans le cas de lextraction a partir du bois (FeguiO), des contraintes
supplémentaires existent. En effet, les xylanekaie sont fortement liés a la cellulose et aux
lignines. La dégradation oxydative des ligninesjvent utilisé pour I'extraction des xylanes,
ne permet pas d'isoler des structures natives. @ebreux auteurs préconisent la rupture
préalable des liaisons covalentes entre la ligeinkes xylanes. La solution classique pour
extraire les xylanes est I'extraction alcaline germet de rompre les liaisons esters entre
xylane et lignine et donc de récupérer en solutiem hémicelluloses. Dans ce cas,
I'acétylation native des xylanes n’est toutefois panservée. Le schéma général classique de

séparation des différents constituants du boiprésenté Figure 10.
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Bois

Extractior |
Extractibles | g4, et/ou solvants Bois débarrasse
[ organiques des extractible
| Dépectinatiol

Solubles dans les

Hydrosolubles solvants organiques
Pectines Résidu
dépectinisé
| Délignificatior
Lignines Holocellulose
| Extraction
alcaline
Cellulose

Hémicellulose

Figure 10 : Séparation des constituants du bolsr(&aeza et Fre)

Aprés les poacées ou les xylanes peuvent reprégestp’a 50% de la masse de
certains tissus de grains de céréales, le boik gsincipale source de xylanes terrestres. lls
pourront y représenter de 25 a 35 % de la mati&chesdu boié.Les xylanes sont extraits
sous différentes formes structurales. Les homoxgddhiX) composés de résidus xyloses liés
par des liaisong-(1—3)(a),5-(1—4)(b) ou mixteg-(1—3, 1—4)(c) en sont les représentants
les plus simples. lls sont identifiés principalemelmez les algues. Cependant, Habitalet?
les ont récemment identifiés dans le péricarpegdiar

Plus généralement ces polymeres dont les motifyl@pyranosyl de conformation
“C, sont liés par des liaisois(1—4) pouvant étre ramifiés par de courtes chaindsooges
telles des acides glucuroniques, de®-methyl éthers, des L-arabinose pour former des
arabinoxylanes (AX), des glucuronoxylanes (GX), owncore des ©O-
méthylglucuronoxylanes (MGX). Il existe égalemenesd hétéropolysaccharides plus
complexes comme les glucurono-arabinoxylanes ouatabinoglucuronoxylanes ayant la
méme structure que les AX ou les GX sur lesquelgretent d’autres monosaccharides sur

les chaines latérales.
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Figure 11 : Structures d’homoxylanes (selon Ebriagg?)

Les glucuronoxylanes (GX) sont des hémicelluloses fprésentes dans le bois
notamment de feuilluS.lls possédent outre la chaine xylane un grouperaeiute 40-
méthyl-u-D-glucopyranosyluronique lié a la chaine prinogpah position 2. La proportion 4-
O-méthylu-D-glucopyranosyluronique/xylose est variable seles conditions d’extraction

utilisées ; le ratio est en moyenne de 1 pouf 10.

HOOC HOOC
o (6]

Figure 12 : Structure du 4-O-méthyl-D-glucurono-flane (MGX) (selon Ebringerot3

Cette structure appelée@Hméthyl-D-glucurono-D-xylane (MGX) est I'hémicelagde
principale du bois de chataignier. A I'état ndf xylanes sorD-acétylés en position 2 et/ou
3.44

1.2.1. Les traitements préalables a I'extraction

La grande diversité structurale de la paroi ains du matériel végétal (ici le bois) a
partir duquel les xylanes sont extraits nécessitmnt préalable divers traitements afin

d’améliorer I'extractabilité de ces polysaccharigasiétaux. Qu’ils soient physiques (broyage
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explosion a la vapeur, ultrasons), ou chimiquesa(e, chélateurs de métaux, oxydants,
acides), ils ont pour but d’'altérer les proprigiégsiques, de réduire la surface de contact ou

d’éliminer certaines molécules non-désirables éetiinles, lignines, ...)

.2.1.a. Le broyage

La granulométrie et la forme des particules salioiet une influence sur le rendement
d’extraction. Il a été montré que le rendement ttaotion en hémicelluloses est inversement
proportionnel a la taille des particules solides. liroyage réduit la taille des particules,

augmentant ainsi la surface d’échange disponihle jgosolvant d’extraction par exemple.

[.2.1.b. Elimination des extractibles

Dans le bois, les extractibles correspondent esflentent aux tannins, aux composés
aromatiques, aux phénols, aux sucres circulantsugtflavonoides et peuvent donc étre

extraits par des mélanges de solvants tels étlemgléthanol-benzéene ou éthanol-toluene.

[.2.1.c. Elimination des lipides

L'extraction des lipides au dichlorométhane permahetles éliminer pour faciliter la

réduction de la matiére en farine notamment.

[.2.1.d. Déprotéination

Les protéines peuvent étre éliminées par une simxtiaction a I'eau chaude ou a
'eau froide, ce qui risque cependant de solubilisee partie des hémicelluloses qui nous
intéressent. Des protéases peuvent égalementti@séas dans le cas de matériels fortement
protéinés.
.2.1.e. Dépectination

Les pectines sont extraites selon leur degré dénytestérification. Les pectines
fortement méthylestérifiées sont facilement extsaipar 'eau chaude alors que I'extraction
des pectines faiblement méthylestérifiées nécebsttlisation de chélateurs de calcium tels
le CDTA, 'EDTA, I'imidazole ou encore I'oxalate @mmonium. Le recours a des enzymes

pectinolytiques peut également étre envisagé @&ahelle industrielle.
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[.2.1.f. Délignification

La présence d'une trame phénolique intimement dige xylanes dans le bois ne
favorise pas leur extraction, d’ou l'importance Ligtape de la délignification. Celle-ci
augmente l'accessibilité des réactifs aux congstitude la matiere végétale. Le résidu obtenu,
constitué alors de cellulose et d’hémicellulosdsappelé holocellulose. Lors de I'étape de
délignification, on remarque un blanchiment du $w@bscausé par I'extraction ou la
dégradation des lignines. Cette décoloration retiéer entre autres dans l'industrie papetiere
est expliquée par la présence d’acides hexenuresiqui contribue en partie a la couleur de

ce substrat>*

De nombreuses procédures de délignification soctitdé dans la littérature. Elles se
basent soit sur I'extraction des lignines, soit Burs dégradations oxydatives. Dans ce
dernier cas, l'unité €phénylpropane (Figure 13) caractéristique des ma&mes de lignine

n’'est pas conservée.

6

=, | |
ot bk
5

Figure 13 : Unité gphénylpropane

» La méthode d’acidolyse

Ces méthodes non dégradatives des cycles phémmlipeiemettent d’extraire les
lignines. Elles sont hydrolysées et il en résudtéormation de produits homologues des trois
alcools monomeres précurseurs. Cette méthode aktnégnt utilisée pour caractériser les
lignines selon leurs proportions relatives en ttgimes de produits d’acidolyse. Le systeme de
solvant le plus utilisé est le dioxane/HClou généralement le dioxane est & hauteur de 80-
85% et la concentration en HCI peut varier de 10 enRIM. Le dioxane peut également étre

remplacé par le THF moins nocif.
» La méthode d’acétolyse

C’est une méthode de dégradation des lignines’geidé thioacétique qui conduit a

I'hydrolyse les liaisons éther-benzyliques, et danka dépolymérisation des lignines. Cette
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méthode est utilisée afin de caractériser a lalésisinités condensées et non-condensées de la

lignine*’
» Le systeme acide formique/acide acétique

Ces méthodes a base d’organosolvants sont deqaditess sans soufre pour la
délignification du boié® L’acide formique a été utilisé comme agent degmfication pour
la premiére fois en 191% mais ce n’est que dans les années 1980 que démsétly sont
réellement intéressées. Méme si certains protocweont appel qu’a de I'acide formique
dilué>° la plupart ont recours a des systémes de soleaitde formique/ acide acétique/eau.
L’acide formique semblerait jouer le réle de dormee protort>>* ce qui aurait pour effet
d’hydrolyser les lignines tandis que l'acide acé¢igsolubiliserait les fragments. Cette

dissolution est possible suite au clivage desdi@sther dans la ligniré.
» La méthode d’oxydation par le nitrobenzéne

Depuis le milieu du XXeme siécle ou elle a étéadtite, cette méthode fut 'une des
plus utilisées malgré la trés grande toxicité dtobenzeéne. Elle permet aussi de caractériser
les lignines mais de facon limitée par rupture @ty entre les carbonesetf de la chaine
propane des unités monomériques des phénylprogiigese 13). Cependant ce systeme ne

peut pas couper certaines liaisons éther des wttéenséey,
» La double oxydation par le permanganate et I'ealy@&née

Au préalable de cette oxydation, les fonctions phligoes sont méthylées pour
prévenir la dégradation du cycle aromatique. Lemaeiganate de potassium rompt les
liaisons entre les carbonfsety des phénylpropanes. Apres une seconde méthyldgai,
oxygénéee complete la dégradation de la chaine peogs conduisant a I'obtention de
squelettes en {pour les unités non condensées et gnpGur les unités condensées, ce qui

permet de caractériser les deux types d'enit/t&s.
» Oxydation par le systeme chlorite de sodium/acidétaque

Cette méthode est sans doute la plus utilisée.aEdlgs décrite par Gredret Adams®
et fait intervenir une solution agueuse de chlod& sodium tamponnée par de l'acide
acétiqgue. En général deux traitements de deux seui&°C suffisent pour délignifier des

sciures de bois. Bien que le chlorite lui-méme oié [gas trop agressif, du chlore et I'acide
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hypochloreux, beaucoup plus réactifs, sont libérésity, ce qui permet I'oxydation des
structures phénoliques et non phénoliques de tankgpar rupture de double liaison C=C.

D’autres méthodes plus douces ont recours a uné@obdiluée d’acidgeracétique.
» Les méthodes enzymatiques

La lignine, de par sa structure, est tres résistante nombreux agents chimiques et
biochimiques et n’'est dégradée que par un petitbmend’organismes comme certaines
bactéries ou champignons. Ce sont en fait les eegzyextracellulaires biosynthétisées et
Sécrétées par ces organismes qui parviennent aadiggta lignine en COet HO.
Découvertes dans les années 80, elles n'ont depss® d’étre étudiées pour des applications
industrielles pour le blanchiment de la pate a grapll existe trois principaux types
d’enzymes appelées lignolytiques : les laccasesmanganésperoxydases et les lignine-

peroxydases, caractérisées par des potentiels redogsf

- La manganesperoxydase (MnP)

Cette enzyme agit sur la lignine via I'ion Mrsous forme complexée mais seule, elle
est incapable d’attaquer la paroi lignocellulosiga@s son intégralité. Elle a besoin pour cela
de I'action synergique d’autres enzymes. De plusasuivité sur les polysaccharides est nulle
dans une gamme de pH comprise entre 3,5 et 7,daaisomposés modéles de la lignine sont
quant & eux oxydés a pH 4£5Les protocoles de la littérature (Figure 14) séiit une
solution tampon de malonate pH 4,5 a 37°C danselbguest ajouté la manganese-
peroxydase, du MnSg) un surfactant (le tween 80), un composé oxygéna( HO0,) et la

lignine & oxyder®*>°

H20; MnP Mn(lll) ——> Malonate de Mn(lll) Lignine

Malonate

H.0O MnPoy Mn(ll) Ligninegy

Figure 14 : Oxydation de la lignine par la mangasgsoxydase (Gold and Glenff),
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- La lignineperoxydase (LiP)

La lignineperoxydase est une glycoprotéine d’environ 41 kDa ewsutit 1 mole de
protoporphyrine IX de fer par mole d’enzyme. El eapable d’oxyder les modéles non-
phénoliques de lignirl® & un pH optimal de 3 en présencepagoxyde d’hydrogéne selon
I'Equation 1°* et schématisé par la Figure #5nais elle est sensible & un excés de ce dernier.

LiIP(FE€")P + HO, — LiP-I-(F€'"-0)P + H,O
LiP-I(Fe**-0)P + R— LiP-l(Fe*-O)P + R

LiP-1I(Fe**-O)P + R + 2H — LiP(FE)P + R + H,0

Equation 1 : Oxydation de lignine par la ligniperoxydase en présence pleroxyde d’hydrogéne

Hzoz
Fd'
C o
Enzyme Compose I
Lignine
Lignine™
Lignine™
Lignine
O
I
(F ) Fe" -
Compose [ Composé |l

20 H20,
Figure 15 : Cycle catalytique de la ligniperoxydasé®

- Lalaccase

Les laccases sont des oxydases tres largementdigggmmans le régne végétal et
fongique. Découvertes par Yoshida en 1893, elles sans doute les plus étudi&&&’ Cce
sont des enzymes & cuivre dont la premiére caisatién a été faite par Bertraticen 1985.
Associées a des médiateurs, elles oxydent les ydiénoliques des enzymes en utilisant
'oxygéne comme accepteur final d’électrons. Le sactif est composé de 4 atomes de
cuivre : le premier isolé, est responsable de Katypn des phénols ; un cluster de 3 atomes
de cuivre, est responsable de I'activation du digxe®® Cependant, seule, elle ne peut
oxyder les composés non-phénoliques et pénétres Garibre du bois; le recours a un
médiateur est indispensable. Celui-ci jour le didenavettes d’électrons qui, aprés étre oxydé
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par I'enzyme, diffuse autour du site activé pouydes les substrats alors que I'enzyme, de
par sa taille, ne pourrait entrer directement degtse maille lignocellulosique. C’est une

réaction radicalaire dont le principe est décriFegure 16°

0O, + 2H" Laccase Med Substrat

H,O Laccasé Med Substray,

Figure 16 : Proposition de mécanisme d’action dadease

Dans le cas d’oxydation des composés non-phénaliquepour le blanchiment de la
pate a papier, la plupart des protoctié8 utilisent la laccase en milieu tamponné (citrate,
tartrate ou acétate de sodium) et oxygéng &un pH compris entre 4 et 5,5, une température
inférieure ou égale a 50°C de facon a ne pas demdienzyme et entre 30 minutes et 24 h.
Les médiateurs les plus souvent utilisés sont [I'S8BT(acide 2,2-azino-bis(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)), I'acide vidhywe et le HOBt (1-hydroxybenzotriazole)
(Figure 17) mais l'utilisation de médiateurs nalsffecomme la vaniline et ses dérivés ou
encore des di et triméthylphénols (Figure 18) p&iené également la délignification mais

dans de moindres proportions que les précédentmtaacs.

w 0
N s SO,H H< _N—OH N,
O™ ™ L
HO,S S N 0”7 "N” Yo N
( b OH
ABTS Acide violurique HOBt

Figure 17 : Principaux médiateurs utilisés (d'apagttérature)

0
~
1 OMe - i ~
OH OH OH

Vaniline 2,6-diméthylphéno 2,4,6-triméthylphénol

Figure 18 : Exemples de médiateurs naturels
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En matiére de délignification, la méthode enzymatigst séduisante dans la mesure
ou elle est a la fois simple a mettre en ceuvreu&tllg ne nécessite I'utilisation d’aucun
produit chloré, polluant pour I'environnement. Néwins, le colt des médiateurs et de
'enzyme ainsi que la fragilité de cette derniéi®a+vis des conditions drastiques sont deux
des inconvénients majeurs de cette méthode pouutilisation a I'échelle industrielle dans
le cadre de la délignification de bois ou le blan@nt de la pate a papier.

En plus des méthodes classiques citées ci-deflsexiste d’autres systemes de
délignification moins connus qui tendent néanmeairse développer. Ces derniers présentés

ci-dessous sont des alternatives aux méthodes dédioy classiques.
» Les phtalocyanines et les porphyrines

En raison notamment de leur sensibilité vis-a-wm aéxces d’oxydant, leur instabilité
et leur colt de purification, les enzymes peuvemné @ujourd’hui remplacées par des
composes synthétiques de la famille des porphyehegs phtalocyanines, des analogues des
groupes prosthétiques desroxydases qui sont capables de mimer leur actiaiytiafue. En
effet, des enzymes telles la ligniperoxydase ou la manganégeroxydase posseédent un
centre actif constitué d’'un heme (Figure 19), e2edire un cofacteur contenant un atome de

fer servant a accueillir un gaz diatomique (souvemiioxygene).

HOOC
/

HOOC

Figure 19 : Heme de type b

En présence deeroxyde d’hydrogene, ce noyau porphyrinique complexd Fe 1l
réalise une oxydation & un électron sur les congpasgmatiques de la ligniiéDans le cas

desperoxydases, il s’agit d’'une protoporphyrine IX de.fer
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Rappelons que les porphyrines sont des macromekeélrapyrroliques qui peuvent
étre neutres (tétraphénylporphyrine, benzoporpbyrircationiques (tétraalkylpyridinium
porphyrine) ou anioniques (tétrasulfophénylporphg)}f?’? En particulier dans ces deux
derniers cas, le caractere ionique des structmastiune importante hydrosolubilité. Avec
des groupements chlores ou fluors, elles mimentfai®n remarquable les lignine-
peroxydases en rompant les mémes liaisong-GEC (Figure 13), les liaisong3-O-4,
hydroxylation des groupes méthyle benzene, la fobamade glycol a partir d’'une double
liaison G,=Cs, 'oxydation des cycles aromatiqued)Elles peuvent étre aussi supportées sur
des argile¥' et métallées par tous les métaux (Figure 20).

Porphyrine base libre Porphyrine métallée

Figure 20 : Structure générale des porphyrines

Les métallophtalocyanines (MPcS) (Figure 21) sag tholécules tres proches des
métalloporphyrines d’'un point de vue structural sngui ont I'avantage d’étre faciles a
préparer et plus stablés. Leurs dérivés sulfonés, hydrosolubles, sont dobat t
particulierement étudiés comme modéle possiblepe®xydasé® mais également pour
I'oxydation de polluants aromatiques chldfésu encore la dégradation de composés modéles
de la lignine comme le catéch8IL'influence du métal de la phtalocyanine est égelet
étudiée et comme pour les porphyrines, le fer eddaganese semblent plus efficaces méme
si le nickel, le cuivre ou le cobalt ont montré wmetaine activité pour une oxydation par le
peroxyde d’hydrogéné® Lors de la réaction, les MPcS sont oxydées paul@xygénée pour

ensuite oxyder & leur tour la lignifie.

Figure 21 : Structure générale des phtalocyanines
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Les protocoles de délignification par les phtakotipes et les porphyrines décrits dans
la littérature sont assez similaires, la réactidiewadans des solutions tampons en présence de
la matiere a délignifier et de,B, avec des temps et températures variables.

Enfin, I'action desperoxydases peut aussi étre mimée par le réactif déoRequi
reprend le méme mode d’action ; il s’agit d’'uneusioh contenant dperoxyde d’hydrogéne
et des ions ferreux (F® souvent introduits par I'intermédiaire de FaSOion ferreux est
oxydé par leperoxyde d’hydrogene et donne un ion et un radicakdwytle. L'ion ferrique
(F€*") est alors oxydé en retour pour donner un iorefecy un proton et un radical peroxyde
(HOO).

» L’ozonolyse

L’ozone est un gaz a la fois considéré comme untgg®tecteur naturel tres présent
dans la stratosphere mais aussi comme un polluxique pour les organismes vivant
présents dans la troposphé&t€ette molécule est une substance hautement oxydanest
produite par décharge électrique dans du dioxygetest un puissant agent de délignification
notamment utilisé dans I'industrie pour le blanchitndes pates papetief84l réagit avec la
lignine provoquant une diminution de la viscosits dibres qui s’accompagne également
d’'une dépolymérisation et de la dégradation deysaokcharides et parfois de la cellulose.
Cela est d0 a sa faible sélectivité en comparaases les produits chlorés. En effet, durant le
processus de blanchiment on constate I'apparitonadicaux hydroxyles hautement réactifs
et non sélectifs. Pour minimiser cette réactionzdhe peut étre utilisé en milieu acide.
L’ozonolyse a également été utilisée comme tectenitjanalyse par Demin eai. ® afin de
prouver la nature aromatique de la lignine, déteemies substituants des cycles aromatiques
et étudier la structure tri-dimensionnelle des wbailatérales des unités phénylpropanes.
Cependant le mécanisme de dégradation de la ligriinBozone n’est pas totalement élucidé.
Il inclut des réactions de I'ozone avec les chala&sales de la lignine. Ces réactions de type
radicalaires conduisent a la formation de prododedensés de la lignine et de fonctions
hydraperoxydes’® C'est ce qu'illustre la Figure 22 ol les noyaurraatiques des lignines

sont convertis en un analogue de la quirfGne.
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OH ou lignine
Lignine R Cc;' R
03 O
\{_/
—> || 8 —> + CH,OH + O,
+
MeO OMe MeO OMe MeO (0]
OH O\H 0

Lignine

Figure 22 : Proposition de mécanisme de la conmerde la lignine par I'ozone (selon L{3e

Dans le cas de lignine comprenant une unité phéog#me ou des alcenes, I'ozonolyse se
fait sur la double liaison via une cycloadditioB #ljpolaire comme indiquée sur la Figure 23.

R R
H——oO
N o o) H
H—o
X O,
+ -
— > N — R—C=0—0
% | + H
e
= OMe OMe
OH
OH OH
Lignine

Figure 23 : Proposition de mécanisme lors de leti@@ad’une double liaison et de I'ozone dansdailne (selon
Lyse™)

La réaction de I'ozone via une addition 1,3 dip@asur une double liaison du cycle
aromatique d’'une unitéggFigure 13) de la lignine conduit plus raremersoa ouverture (1

cas sur 20%?
» La délignification photochimique

La lignine est un chromophore qui peut subir desctiéns de photooxydation. Elle
absorbe dans la région 280-300 nm et la présengeodees fonctionnels absorbant entre 300
et 400 nm expliquent la couleur jaune que peut tievé papier. La dégradation
photochimique de la lignine peut se faire selonsiglurs processus: [irradiation
photochimique directe ou l'utilisation d’'une raddat (UV par exemple) pour produire des
radicaux et/ou de I'oxygene singulet. Dans le casl'idradiation directe, plusieurs types
d’appareillages sont utilisés comme les lampes ecune haute pression (dont la longueur
d’onde est coupée a 300 nfi)es lampes halogénes & tungsténe ('irradiatiantétoupée a

400 nm)** des lampes UV-visible & plus large specfte 850-700 NMAma=575 nm),
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I'irradiation se faisant le plus souvent a entr® 28 350 nm. Il est également possible de
recourir a des semiconducteurs comme catalyseursladelégradation chimique des
lignine$>%® comme c’est couramment le cas avec ;T# ZnO, le dernier étant le plus
efficace®” En milieu aqueux et en présence du catalyseutigfine est dégradée plus
facilement, ce qui induit la nette diminution denténsité de I'absorption a des longueurs
d’onde comprises entre 200 et 350 nm. Les radistidf peuvent également servir a la
production d’oxygéne singulé®, ou des radicaux hydroxyles Fi@es derniers sont formés
notamment lors du clivage homolytique pgaroxyde d’hydrogéne par action de la lumiére
UV. Le radical formé, une espéce fortement oxyddite= 2.32 V a pH = 7) peut alors
directement réagir avec la lignine par addition legrcycles aromatiques de facon a former
des radicaux hydroxycyclohexadiényléBigure 24).
R
HGC'
—> R H

OH

Figure 24 : Formation de radicaux hydroxycycloheéages

L’oxygéne singulet'O, est & linstar des radicaux hydroxyles une puissaspéce
oxydante qui peut étre induite par transfert d’'greeide groupes carbonyles excités ou de
doubles liaisons conjugués avec des cycles arousatigers de I'oxygéne tripl€0,. Sous
I'effet d’'une irradiation lumineuse (UV ou visiblegn présence de dioxygene et d’'un
photosensibilisateur comme le Rose de Bengale (&igb) par exemple, il est aussi possible
de produire de I'oxygéne singufet*®*D’autres photosensibilisateurs comme les porplegrin
base libre ou certaines phtalocyanines peuveneggait former de I'oxygene singulet apres

irradiation®8:8°

Figure 25 : Le photosensibilisateur Rose de Bengale
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C’est aussi le cas lors de l'irradiation peroxydes en milieu alcalin. L'oxygene singulet
peut intervenir dans un trés grand nombre de @acthotamment dans les réactions de
cycloadditions avec les groupes électroniquemeaaiites comme les alcenes et les dérivés
aromatiques. Malgré sa sélectivité envers les noyaomatiques de la lignine, Hwang et
al.®® ont observé la dégradation concomitante de lallosk aprés que la lignine ait été

dégradée a hauteur de 50%.
» Autres processus de délignification

Dans le cadre de chimie verte, de nombreux proseSsially chlorine free” (TCF)
furent développés en utilisant comme nous l'avofia grésenté dperoxyde d’hydrogene,
de I'oxygene ou de I'ozone comme oxydants. Cependiaur principal inconvénient est un
manque de sélectivité di aux radicaux formés, adtaigaussi bien la cellulose que la lignine.
Un nouveau catalyseur, le méthyltrioxorhénium (MT@jgure 26) est proposé par Crestini

etal.,”® **pour oxyder la lignine en combinaison avepéeoxyde d’hydrogéne.

CH,

=7
o

Figure 26 : Le méthyltrioxorhénium

Le MTO a suscité en quelques années un tres gra@icdi en raison du nombre de réactions
qu’il peut catalyser comme l'oxydation des alcéndes alcynes, des phosphines, des
composes soufrés... Associé en milieu acide faibbed€aacétique) a #D,, il est capable
d'oxyder les composés aromatiques de la lignineilggwsoient phénoliques ou non
phénoliques. Les chaines alkyles latérales sond@ey et fragmentées tandis que les parties
aromatiques sont hydroxylées, démeéthylées et I'duredu noyau réalisée par des réactions
d’'oxydation. Le MTO peut également étre immobilisér des polymeres tels les

polyvinylpyridines ou des polystyrénes de facoroayir réutiliser ces catalyseurs.

|.2.2. Les solvants d’extraction des xylanes

.2.2.a. Les solvants organiques

Le diméthylsulfoxide (DMSO) et le diméthylformamidgeMF) ont été utilisés pour

I'extraction des hémicelluloses. Par rapport autgms alcalines, ces solvants organigues
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favorisent I'extraction des hexosanes. L'extractiper le DMSO présente l'avantage de
préserver |'acétylation des xylafi€s* qui sont saponifiés lors des extractions alcalines
aqueuses. Ce mode d’extraction fournit donc degidms trés proches de I'hémicellulose
situ, mais le rendement d’extraction est relativemaitilé (<50%). Il a récemment été utilisé

94
.,

par Teleman edl.,”™ pour I'extraction de glucuronoxylanes de hétrdesbouleau.

1.2.2.b. Les solutions alcalines

Les solvants d’extraction les plus utilisés sostdelutions alcalines (soude, potasse,
chaux, ou encore carbonate de potassium, formmteodium et ammoniac). Cependant, si
I'on excepte la potasse et la soude, les autresshasréagissent efficacement que lorsqu’elles
sont utilisées en grande quantité pendant des teatlgvement longs. L'utilisation de la
chaux Ca(OH)permet en particulier le maintien d’un pH constamtcours de la réaction et
conduit a I'extraction de fractions hémicellulosggude couleur blanche par rapport a celles

extraites avec les autres baSes.

La soude est la base la plus fregquemment emplogée Ip traitement des produits
ligno-cellulosiques. Elle augmente la capacité séaption d’eau, provoque le gonflement des
fibres cellulosiques? et augmente ainsi la surface spécifique par auatien du volume du
solide améliorant I'accessibilité des réactifs. hécanisme d’action de la soude reste mal
connu ; plusieurs hypothéses ont été formuléesis $action de la soude, la proportion de
liaisons hydrogéne intermoléculaires serait rédpiée solvatatiotf ainsi que celle des
liaisons entre les hémicelluloses et la lignine. &beurs, les alcalis hydrolysent notamment
les liaisons esters entre les polysaccharidesetdieles hydroxycinnamiquésLe rendement
d’extraction augmente avec la concentration en esoqudest pourquoi de nombreux

protocoles d’extraction dits séquentiels utilisees bases de concentrations croissantes.

Les solutions de potasse sont également utiliséas gxtraire les hémicelluloses. La
potasse apparait plus sélective que la soude vis-de I'extraction des xylanes, gu'ils
proviennent de feuillus ou de résinetix® De plus, I'acétate de potassium formé au cours de
la neutralisation avec l'acide acétique est plukitde dans I'éthanol utilisé pour faire

précipiter les hémicelluloses que I'acétate dewsndf° donc plus facilement éliminé.

L'utilisation de solutions alcalines présente cefaen des inconvénients. Outre le fait
gu’elle provoque la saponification des polysacaeriestérifiés, I'extraction par des bases

peut entrainer I'élimination du groupement métheryposition 4 des acides uroniques pour
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donner un intermédiaire acide 4-déoxyhex-4-enuramid\pré-€éliminations successives, ce
dérivé se décompose et est finalement éliminé (Eigi). Il semble qu’'une partie des acides
uroniques des ®-méthylglucuronoxylanes soit éliminée et dégralféeour des extractions
alcalines a des températures élevées. |l est égateconnu qu’en milieu alcalin, des
réarrangements peuvent survenir sur I'extrémitéigctte des polysaccharides (Figure 28),
s’accompagnant de phénoménes de « peeling » panéesnismes dg-élimination'®? En
effet, le résidu situé a I'extrémité terminale réaiice d’'un polysaccharide peut, sous I'action
d’'une solution alcaline diluée, subir une isoméiisa partielle sur le C-2 pour donner le
cétose correspondant a l'aldose épimere : c’ésatesformation de Lobry de Bruyn - Alberta

van Ekenstein. Ces réactions peuvent étre évitgep@&ant en milieu réducteur.

o O o 0}
OH OH OH OH OH OH OH OH
Xylane—O Xylane—0O Xylane—O Xylane—O
-CH,OH OH
COOH . COOH . COOH COOH
5—o o) o) o)
o o o
4{ OH /6H OH + (0
3 /1 — /
OMe |2
OH OH OH OH

Figure 27 : Dégradation des unités d’acide uroniuenilieu basique (L&)
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Figure 28 : Dépolymérisation (peeling) des xylaeesnilieu alcalin (adapté de %)

[.2.2.c. L’eau

Les xylanes étant solubles dans l'eau, il appadatic naturel d’envisager I'eau
comme solvant pour leur extraction d’autant quiiégerve la structure native des xylanes et
gu’il est non polluant. Pourtant, trés peu de efées ont recours a I'extraction aqueuse des
xylanes car bien qu’hydrosolubles, ils n’en demeupgas moins faiblement extractibles par
I'eau® Souvent, I'utilisation de I'eau est couplée a umé&thode physique comme les micro-

106

onded® ou les ultrasons (U3) **®ou & un milieu acid&’
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[.2.3. Les conditions d’extraction

La richesse de la paroi végétale requiert la raiseeuvre de techniques d’extraction
sélective des hémicelluloses qui devront étre @dmpta chaque famille de substrats

lignocellulosiques. Ces techniques sont thermiqueghysiques.

.2.3.a. Le chauffage classique

Quel que soit le solvant, le rendement d’extracénrhémicelluloses augmente avec la
température. Cependant, au-dela de 100°C dans desnts organiques (DMSO par
exemple), des dégradations, essentiellement deslydégrisations, peuvent avoir lieu par
rupture des liaisons glycosidiques. Ainsi, l'uilion de solvants nécessite des conditions

moins drastiques, a savoir des températures phisgeet des temps de réactions plus longs.

.2.3.b. L’extraction a la vapeur

L’extraction a la vapeur (steam explosion) est omhode largement répandue pour
séparer les différents constituants de la biomadaecellulose, les hémicelluloses et la
lignine. L’action de la vapeur rompt les liaisongltogéene et les liaisons chimiques entre la
lignine et les autres constituants. Cette méthodsente I'avantage de ne pas dégrader
totalement les acétyles des hémicelluloses coatraint a la méthode alcaline. Cependant,
certains groupements sont hydrolysés sous l'adli®da pression pour donner de l'acide
acétiqgue qui hydrolyse Ilui-méme les hémicellulogedraites abaissant leur degré de
polymérisation et pouvant ainsi donner des olig@sEf Les paramétres opératoires de
durée, de température et de granulométrie du reht@rgétal a extraire sont importants afin
de ne pas totalement dégrader les hémicellulosedéenés du furfural dans le cas de
conditions drastiques. Des xylanes de paille de'®Blé’orge® et d'épicéa ont déja été

extraits par cette technique qui présente I'avantiiétre non polluante pour I'environnement.

[.2.3.c. Les ultrasons

Depuis une dizaine d’années, Iutilisation des astms pour I'extraction des
hémicelluloses connait un développement importahonsla littérature. L’effet ultrason
trouve son origine dans la rupture de bulles deitatdon, formées par les vibrations
mécaniques, a proximité de la paroi ce qui provaajaat la lyse des cellules végétales et
permettrait ainsi une bonne pénétration du solVdrites extractions basées sur la sonication

sont employées pour de nombreux composés notamisgums des plantes comme les
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principes actif§ et sont au moins comparables & des méthodes pissiqies comme le
Soxhlet''® Ebringerova et Hromadkova se sont beaucoup irséessa la sonication en milieu
alcalin pour I'extraction des hémicelluloses etparticulier celle des xylan¥§' 411°de
mais, de sauge, de sarrasin ou de son de blécatiduit non seulement a de meilleurs
rendements d’extraction mais aussi une meilleuralitgu des extraits obtenus a des

températures plus faibles et pour des durées dextn plus courtes.

1.2.3.d. Les micro-ondes

Tres couramment employée en synthese organiquiljsétion des micro-ondes est
aujourd’hui élargie a I'extraction de polysacchaddLe principe du chauffage micro-ondes
est basé sur 'effet direct du rayonnement sumekcules par conduction ionique et rotation
dipolaire. Ces deux phénomenes ont lieu simultanémiea conduction ionique est la
migration électrophorétique des ions quand un chaleptromagnétique est appliqué ; la
résistance de la solution au flux des ions réxiteine friction qui chauffe alors la solution.
La rotation dipolaire est en fait le réalignemees dipdles avec le champ qui est applitfté.
Des xylanes de peupliéF bouleau, d'épicéd® et de lit*® ont été extraits par les micro-

ondes dans I'eau. Il en résulte une dépolymérisatitielld'® 1*°

mais il apparait que peu de
groupements acétyles et acidesO4néthylglucuronique$® disparaissent au cours du

traitement par les micro-ondes.
1.3. Caractérisation des hémicelluloses du bois

L’étude d’'un polysaccharide requiert I'obtentiorsdeformations suivantes :
- La composition osidique a la fois qualitative eantitative
- La nature des liaisons glycosidiques (position'aedmérie)
- La quantification et la localisation des groupestgles
- Le degré de polymérisation

- La structure tridimensionnelle du polysaccharide
1.3.1. Détermination de la composition chimique

.3.1.a. Composition centésimale

Les méthodes colorimétriques sont des techniquedodage simples a mettre en
ceuvre et rapides, qui s’appliquent aussi bien ardemlus solides qu'a des extraits et
permettent de doser de maniéere globale les osasxt@t de maniére spécifique les acides

uroniques.
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OH I CH,
i HO’ i "OH

Phénol Anthrone Orcinol

Figure 29 : Exemples de chromogénes utilisés pmudbsages colorimétriques

Le principe des dosages colorimétriques reposéastondensation, par estérification,
d’'un chromogéne (Figure 29) avec les produits dehyldratation des pentoses, hexoses et
acides uronigues. En milieu acide fort et a chaed,oses se déshydratent respectivement en
des dérivés du furfural, 5-hydroxyméthylfurfuraldet I'acide 5-formylfuroique (Figure 30).

7\ o HO ]\ 0 HO / \ O

O
H OH

H
Furfural 5-hydroxyméthyl furfural Acide-5-formylfuroique

Figure 30 : Dérivés furfuriques obtenus par déshiadion des pentoses, des hexoses et des acidegua®

Les chromophores ainsi formés absorbent dans le adem du visible
proportionnellement avec la quantité d’oses présdre développement de la coloration, la
longueur d'onde a laquelle on observe I'absorptinaximale, ainsi que lintensité de
I'absorbance dépendent des réactifs, de la natumeda structure d’'ose dosé (hexose,
pentose, acide uronique ou sucre réducteur) etaleditions de réaction (température, temps

de réaction et concentration de l'acide).

> Dosage des oses totaux

Le dosage de la quantité de oses totaux, mesuigelaaméthode de Duboét al,*?°

utilise le phénol plus sensible a la déterminatioantitative des oses que des chromogénes

tels que le naphtol ou I'anthrone.
» Dosage des acides uroniques

Le métahydroxydiphényle en présence de tétraborate deisodi été utilisé comme
chromophore sélectif lors du dosage des acidesquest?! Les concentrations relatives en
oses neutres et en acides uroniques des solutabysapcharidiques ont été déterminées par

la méthode de correction développée par MontreuiSgick!?? Il est alors possible de
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corriger les interférences des acides uroniquess dan dosage des oses totaux et

réciproguement.
» Dosage des oses réducteurs

Le pouvoir réducteur des glucides peut étre détedrpar la méthode de Somotyyi
ou par celle & I'acide parahydroxybenzoique hydePAHBAH) de Lever* décrite dans la
partie expérimentale. Le principe des dosages yégatement détaillé. Le rapport des
quantités des oses totaux et des oses réductenng de valeur du degré de polymérisation
(DP).

[.3.1.b. Composition monosaccharidique

Pour déterminer la composition osidique d’un patgbaride, on opeére le plus souvent
par séparation et détection des monomeres coifstiafirés leur hydrolyse. La méthode
utilisée pour rompre les liaisons glycosidiquest dmermettre I'hydrolyse complete des
liaisons tout en préservant les monomeres obteeusodte dégradation secondaire. Les
monosaccharides libérés sont ensuite analysésoaveans dérivation préalable aussi bien en
HPLC (chromatographie liquide haute pression) qae PG (chromatoraphie en phase

gazeuse) ou CLG (chromatographie liquide gaz).
» Hydrolyse des liaisons glycosidiques

Le principe consiste a hydrolyser I'échantillon aalgser par un acide. La
dépolymérisation peut étre conduite avec des aadddwrces et de concentrations variables
sous diverses conditions opératoires (températareps de réaction) selon la nature et la
structure du polysaccharide. En effet, les diffe&sdppes de liaisons osidiques présentent des
taux d’hydrolyse variables en fonction de la sitbitelative des liaisons (1,6' > 1,4' > 1,3
>1,2"). De méme, la nature des liaisons glycosekgentre deux unités osidiques contigués
présente une différence de stabilité par rappodaawisuel de deux unités glucosidiques liées
en 1,4'. Les liaisons glycosidiques entre une uaogigique et une autre unité portant un
groupement carboxylique ou amine seront plus défica rompre que des liaisons entre un
ose et un autre sous la forme furanose, anhydéony.Des acides minéraux forts peuvent
étre par exemple employés a chaud pour I'étudeddeagés cellulosiques mais, en raison des
dégradations non spécifiques inhérentes a la fdec#acide, I'acide trifluoroacétique est
préféré a I'acide sulfurique. Il présente de plasdntage d’étre simplement éliminé par co-

évaporation avec du méthanol.
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Le rendement d’hydrolyse est tres dépendant deditomms opératoires et de la nature
des polysaccharides. Certaines hémicelluloses wmantedes acides uroniques sont plus
difficiles a hydrolyser que des polysaccharidestmesu Ceci est di a la résistance particuliere
de la liaison xylose-acide uronique a I'hydrolyseida. Dans ces conditions, une telle
résistance a I'’hydrolyse conduit a I'obtention d'omélange de monosaccharides et d’acides
aldobiuroniques (diméres constitués d’'un ose neetrd’'un acide uronique). La stabilité
relative du disaccharide a I'hydrolyse acide s’eypm par les effets du groupement carboxyle
en C-5 (Figure 31).

O—H O—H
o o
o YR
R'O Q + HY e —— R'O 93.
R R
HO OH HO OH

Figure 31 : Stabilité de la liaison uronosidyléhydrolyse acide d’aprés Timell ebll.,*?

Le doublet de I'oxygene, déja engagé dans unehaiydrogéne avec le carboxyle en
C-5, est moins disponible pour stabiliser, par délisation, le carbocation qui se formerait

lors d'un mécanisme d'hydrolyse acide.

Une température trop élevée du milieu réactionn@fgue la dégradation de certains
oses, notamment le xylo§2.La force de I'acide peut également entrainer urggadation
des acides uroniques par décarboxylation. La g&liés monosaccharides libres en solution
variant fortement d’'un ose a l'autre nécessite igemau point de conditions optimales
d’hydrolyse pour chaque type de monosaccharidesir Pallier les difficultés d'une
hydrolyse acide non quantitative, la méthanolys&téachoisie comme méthode de clivage
efficace des liaisons glycosidiques entrainant peu dégradatio™® Ne pouvant étre
appliguée a I'analyse d’échantillons cristalliresméthanolyse présente néanmoins I'avantage
d’'une conversion quasi-totale en méthylglycosidees 24 heures de réaction a 80°C en
présence de méthanol chlorhydrique 1M (Figure B2 méthylglycosides présentent en
outre une tres forte stabilité en solution. Lesstias uronosidyles sont alors rompues
probablement du fait de l'estérification des unitéacides uroniques. De plus ces acides
uroniques libérés sont mieux préservés dans leledas méthanolyse étant donné gu'ils sont

convertis en méthylglucuronosides trés stalfiés.
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a: formation du réactif
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Figure 32 : Préparation des méthylglycosides selonéthode proposée par Kamerlgtga

O-méthylglycosides

|.,128

» Méthodes de dérivation des oses pour I'analyse &G

L’analyse des méthylglycosides libérés apres hydmolpeut étre réalisée par les

techniques de chromatographie gazeuse ou liquide.

La chromatographie liquide haute performance pemeetéaliser directement, sans

modification de [I'échantillon, et a faible tempéna,

monosaccharides.

la séparation des différents
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La chromatographie en phase gazeuse est une taehdignalyse rapide, qui du fait
de sa grande sensibilité, et de sa capacité aesépes melanges complexes se révele étre la
technique la plus adaptée a l'analyse qualitativeqeantitative des méthylglycosides
triméthylsilylés des résidus et extraits végétalsanalyse des monosaccharides par
chromatographie en phase gazeuse nécessite auahpeéala dérivatisation des
méthylglycosides en composés plus volatils. Pola, des techniques de dérivatisation sont
nombreuses (Tableau 3). Les méthodes les plus rtegraont Igertriméthylsilylation des
monosaccharides (ou de leur méthylglycosides) etéthuction des monosaccharides en
alditols par le borohydrure de sodium suivie de kgcétylation par I'anhydride acétique en
présence dé&-méthylimidazole. Les dérivés aldonitriles acétagedrifluoroacétates ont été
également couramment décrits et les méthyloximetases sont parfois employés. Les
produits volatils obtenus sont ensuite séparéaiannes capillaires puis détectés par CPG
équipée d'un détecteur a ionisation de flamme (ALB3 phases stationnaires utilisées pour la

séparation des dérivés glucidiques sont apolairgeeéfées par des dérivés siloxanes.

Tableau 3 : Méthode de dérivation des monosacasrid

Méthodes de dérivation Derivé Références
Pertriméthylsilylation TMS Bleton etcoll.,*?°
Acétylation acétates Biermanr®
Trifluoroacétylation trifluoroacétates Englmaiet*!
Réduction/acétylation alditols acétates Black and Fox*?
Oximation/acétylation aldonitriles acétates McGinnis-

O-methy[ox[mathn/acz_etylatlon ouO-methyloxmg acétates ou ONeeser and SchweiZéh
triméthylsilylation méthyloxime TMS

En fonction de la méthode d'analyse sélectionméepses seront observés sous la forme d'un
ou plusieurs pics. En effet, en solution, les asdastent en équilibre dynamique entre leurs
formes cycliques et ouvertes. Lors de I'équilibreitanotationnel, deux anomereset 3
peuvent étre formés pour chacune des formes fueagtgsyranose (Figure 33). Ainsi, jusqu’a

quatre isomeres peuvent étre observés par monasatzh
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Figure 33 : Equilibre mutarotationnel du xylose

La méthode des alditols acétates nécessite latiéduaréalable des monosaccharides
par le borohydrure de sodium puis leur acétylagarprésence d'anhydride acétique dans la
pyridine!® Cette méthode est trés souvent employée du fala dgabilité des composés
formés et de leur bonne résolution chromatograghi@ans ce cas, chague monosaccharide
modifié sera identifié sous la forme d'un seul pic.

Une seconde méthode consiste a partir du mélaogeergque brut qui est dans un
premier temps glycosylé par un groupement méthyige gilyle. Cette méthode est cependant
souvent employée puisqu'elle présente I'avantagpetmettre une identification simultanée
des hexoses, déoxyhexoses, pentoses, acides w@snigtt osamines. Les dérivés
triméthylsilylés sont obtenus selon la méthode denirling etal.,*?® modifiée par Montreuil
et al.'® par réaction des O-méthylglycosides avec du BSTFA N,QO-bis-
triméthylsilylacétamide) 95 % stabilisé par du TM€hlorure de triméthylsilane) 5 % dans
de la pyridine anhydre (Figure 34).
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Figure 34 : Méthode de triméthylsilylation des Othyéglycosides, d’aprés Kamerlirg al,*?®

[.3.1.c. Détermination du taux et de la localisation de |&glation

A l'état natif, les xylanes sont naturellementtglgs et I'analyse par IR du polymere
confirme cette acétylation par la présence d’unedbacarbonyle intense & 1745 tm
Plusieurs méthodes mises en ceuvre pour la détdaromrdu taux d'acétylation sont décrites
dans la littérature. La technique la plus largemaitisée est la RMN du proton. Les signaux
a 2,0 ppm indiquent que les polysaccharides soétlylds® *°° Pour Grondalh eal.,”*" le

degré d’acétylation DG est déterminé selon la formule suivante :

DS, = ¥ (intégrations des protons des acétyles a 2.0 pn)
Ac —

¥ (intégrations des protons du glucide entre 32&ppm) x 3

La RMN 'H et **C permet aussi de préciser la position de I'acégglel’établir le
pourcentage de xylane non acétylé, de-2eétylé, 30-acétylé et de 2,3-dD-acétylés > 138
139 e recours & des techniques en deux dimensionstartéaire et hétéronucléaire permet
de confirmer et d’affiner les structures acétylés.

Le taux d’acétylation peut également étre détegnpiar HPLC aprés une saponification
par de la soude & 0,4 M & température ambianteaper8h30'*° ou une hydrolyse des
groupes acétyles par de I'acide oxalique a 0,5N\C'est alors I'acide acétique libéré qui est
dosé.

Une autre méthode repose sur le dosage enzymatjqueermet de doser des
quantités d’'acide acétique de I'ordre de quelqueslgs contre quelqgues mmoles dans le cas
du dosage par HPLC. Cette méthode est basée suiviale la réduction du NADen NADH
par spectrophotométrie & 340 nm (Figure 35). Apagmnification des MGX, I'acide acétique
libéré est converti en acétyl-CoA en présence deziyme acétyl-CoA synthétase (ACS),
d’adénosine-5-triphosphate (ATP) et de coenzym@EAA) (1). L'acetyl-CoA réagit ensuite
avec de I'oxaloacétate pour former de I'acide gité en présence de citrate synthase (2S) (
L’oxaloacetate utilisé pour la réactio) (est formé a partir de L-malate et de nicotinamide
adénine dinucléotide (NAD) en présence de L-malate déshydrogénase (L-MBH)Au

cours de cette réaction, NARst réduit en NADH.
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Figure 35 : Principe du dosage enzymatique deylasét

Le nombre de moles d’acide acétique est enfin takeion les indications proposées
par la société Boehringer (Annexe 2).
Enfin, la spectrométrie de masse MALDI-MS est uon boutil pour estimer la

distribution des acétyles le long de la chaineqipiie!*® Gongalves etl.**!

ont ainsi pu
démontrer que la distribution des acétyles surdsglus xylose était tres aléatoire. De plus
dans les régions ou il n'y a pas de groupes acidenethylglucuronique, le degré de

substitution en acétyle est inférieur a la moyenne.
1.3.2. Analyse structurale des oligosaccharides

L’'analyse structurale d'un polysaccharide requiettobtention  d'unités
oligosaccharidiques plus faciles a caractériselgmtechniques de RMN et de spectrométrie
de masse. Cependant, dans le cas des polysacshaddegenant des acides uroniques, la
stabilit¢ de la liaison uronosidyle rend souventlicdée I'application des méthodes
classiguement utilisées en glycochimie. Les lisss@ngageant un ou plusieurs acides
hexuroniques peuvent en revanche constituer une demupture privilégiée. Cette propriété
est souvent mise a profit pour le développemenmééhodes spécifiques applicables aux

polysaccharides natifs contenant des acides uregiqu
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.3.2.a. Hydrolyse des liaisons glycosidiques

Le découpage partiel des polymeres a des fins tonadg nécessite I'hydrolyse des

liaisons glycosidiques. Nous présentons ici difiéee méthodes possibles.
» Hydrolyse enzymatique

Les méthodes les plus efficaces sont naturelleroelies qui font appel aux enzymes
spécifiques qui vont permettre I'obtention d’unitls répétition plus facilement analysables.
Ce mode de préparation est particulierement biaptéda des polymeres homogenes tels que
les glucuronoxylanes (GX) qui sont composés d’eimdrmaents homogenes de résidus D-
Xylp. La dégradation compléte des GX en monomeres sige¢action combinée d’endo- ou
d’exoenzymes qui non seulement hydrolysent lesdi@ au sein de la chaine principale, mais
également liberent les constituants des chainésalas. L'ensemble des activités nécessaires
a la rupture des liaisons de la chaine principale regroupé sous le terme général de
xylanases alors que celles qui éliminent les clsalarales sont parfois appelées enzymes
accessoirds? (Figure 36). Les xylanases sont trés largemenandpes dans tous les
compartiments du monde vivant, notamment des migesosmes (bactéries, levures et
champignons). Les endoxylanases (3-B-xylane-4-xylanohydrolase, E.C. 3.2.1.8) rompent
la liaison B-(1—4) a lintérieur de la chaine principale de xylarigles libérent des
oligomeres linéaires ou substitués de fort, puis fdible DP. Les spécificités de
reconnaissance des sites de coupure des endoxggasaist multiples et variables selon les
sources. La majorité des endoxylanases décrites lddittérature sont capables d’hydrolyser
une liaison dans un environnement non substitudteQ@gle générale a pourtant des
exceptions. Citons, a titre d’exemple, une endoage purifiee deBacillus subtilis qui
reconnait un résidu acide glucuronique latéral yetrdlyse la liaisonB-(1—4)-xylosyl du
xylose non substitué adjacent. Elle est ainsi désigsous le terme de glucuronoxylane
xylanohydrolasé?® Les xylosidases (1,8-D-xylane-4-xylohydrolase, E.C. 3.2.1.37)
hydrolysent de petits oligomeres libérés par ledogplanases, en xylose monomere. Dans le
cas des GX, les enzymes accessoires impliquéesladibgration des substituants sont de
deux types. Les glucuronidases (xylan®-1,2-glucuronohydrolase, E.C. 3.2.1.131) libérent
I'acide glucuronique ou son dérivé méthylé, I'acidi€®-méthylglucuronique, fixés sur la
chaine de xylane par une liaisan(1—2).** Leur action se conjugue a celle des
endoxylanases strictes pour I'hydrolyse totale xdg¢anes. Les xylanes acétylestérases (E.C.

3.2.1.6) sont encore peu décrites dans la littézattlles sont capables de libérer de I'acide
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acétique a partir d'un xylane dont des résidus sg/lportent un groupement acétyle sur les
carbones C-2 ou C-3. Elles sont importantes ddnyslilblyse des xylanes car la présence de
groupements acétyle sur le squelette principal @st obstacle a l'adsorption des
endoxylanases sur leur substfatL’hydrolyse enzymatique va conduire a I'obtentide

différents xylo-oligosaccharides neutres et acides.

d Ac
- a
3
4)B-D-Xyl p(1—4)B-D-Xyl p(1—4)p-D-Xyl p(lI‘4)B-D-XyI g(l—»
b 1
"

40-Me-D-GIcpA c
4yD-Xylp(1—4)B-D-Xylp

Figure 36 : Hydrolyse enzymatique de GX (d’aprésiBo etcoll.,**), a : 1,4p D xylane-4-xylanohydrolase,
E.C. 3.2.1.8; b : 1,8 D xylane-4-xylohydrolase, E.C. 3.2.1.37 ; ¢ : @8 D 1,2 glucuronohydrolase, E.C.
3.2.1.31 ; d : acétyl-estérase (E.C. 3.2.1.6).

Une nouvelle glucuronylestérase a été récemmendudéde par Spanikova et

146

Biely. Elle est capable dhydrolyser les esters méthgliqude I'acide 4-

méthylglucuronique, qui les lie par exemples aalesols aromatiques de la lignine.
» Hydrolyse acide ménagée

L’hydrolyse acide ménagée non sélective constitugrfops une approche
complémentaire a I'hydrolyse enzymatique. Graceaactere aléatoire de I'hydrolyse acide,
certains motifs structuraux du polysaccharide peuvétre identifies dans plusieurs
oligosaccharides, ce qui peut permettre de reagirstte polymeére a partir des structures
oligosaccharidiques. Quand les liaisons glycosielsgdu polysaccharide sont comparables en
termes de stabilité, I'hydrolyse acide fournit uelamge statistique d’oligosaccharides et de
monosaccharides ; c’est le cas des polysacchaneigises. Dans le cas des polysaccharides
acides, comme les glucuronoxylanes, la stabilitéhiciue des liaisons impliquant des acides
uronigues confére a ces derniéres une résistamtmspanportante aux acides forts tels que
HCIl ou TFA, y compris a une température élevéesiCpmurquoi on obtient généralement
une grande proportion d'acides aldobiuroniques Ipgdrolyse acide de ces xylarés.
L’hydrolyse partielle est alors toujours statisgguais tient compte des stabilités relatives des
liaisons osidiques ; on parle alors d’hydrolyseesiée. Comme dans le cas de I'hydrolyse
enzymatique, I'hydrolyse chimique va conduire a btamtion de différents xylo-

oligosaccharides neutres et acides.
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La Figure 37 illustre le mécanisme général de liblybe acide des liaisons
glycosidiques, incluant 3 étapes successives rdtipation de I'oxygéne anomérique, suivie
de la décomposition de l'acide conjugué pour formmerion oxonium, qui peut exister en
conformation demi-chaise ; cette étape est détemmbén La derniére étape est une addition
d’eau rapide pour régénérer une extrémité rédectbes travaux ont montré que la présence
d’'un groupement carboxylique en C-5 du méthylglecésméthylglucuronoside) réduit la
vitesse de I'hydrolyse de 50 a 70%. Entre les Hydes des liaisons glycosidiques du
cellobiose et de l'acide cellobiuronique, la viestiminue de 97%. Cette diminution de
réactivité s’explique par les effets inducteursa@tformationnels du groupement carboxyle en

C-5, ce que nous avons déja expliqué précédemment.

CH,OH
Q
OH OR'
RO /SOR
OH Ho/vzg CH,OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
+
Q +H Q+ (i H,O Q
OH OR N OH ~— (OH — = foH OH
RO ROH | RO RO ot RO
OH OH OH OH

R, R' = Aglycone ou chaine glucidique
Figure 37 : Mécanisme général de I'hydrolyse adie® glycosides, d’aprés Bemift&r

» Autohydrolyse

L’autohydrolyse des polysaccharides est une métlagrolyse douce, suivant le
méme mécanisme que I'hydrolyse acide mais indude Ips fonctions essentiellement
carboxyliques et/ou sulfates portées par les aaidasiques qui entrent dans la composition
du polysaccharide. L’autohydrolyse des polysacdeariconsiste donc en leur hydrolyse par
leurs propres groupements acides. Cette méthodéé adéveloppée pour I'étude des

polysaccharides sulfatés et de phycocolloides amnies*®

La sélectivité de cette réaction d’autohydrolysebasée sur la différence de stabilité
des liaisons glycosidiques mises en jeu; elle népégalement de la distribution des

groupements acides autour de ces liaisons glyepsadi Ainsi comme le montre la Figure 38,
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la liaison glycosidique la plus labile d'un polysheride acide est la liaison précédent I'unité

d’acide uronique dans la chaine polysaccharidique.

Figure 38 : Catalyse intramoléculaire par un grooget carboxyle d’'une liaison-24
précédant un acide uronique (d’aprés Ciancia ezZodf®

Trés simple & mettre en ceuvre, 'autohydrolyse sgtmeau préalable de convertir les
polysaccharides en leur forme acide par simplegugssur résine échangeuse d’ions. Les
protocoles se déroulent ensuite dans des condiieriempérature et de pression déterminées
selon la nature du polysaccharide. Classiquemea#, conditions retenues vont de la
température ambiante et a pression atmosphéricuaer’'fu des températures de 190°C a 13
bars. Une telle méthode conduit a la libérationligsaccharides de DP variables.
L’autohydrolyse, méthode d’hydrolyse peu agressparmet de protéger le polysaccharide
des déacétylations ou désulfatations possiblesinsi de conserver des renseignements

précieux quant a la structure du polysaccharide.
» Autres méthodes d’hydrolyse

D’autres méthodologies sont employées pour obtemér hydrolyse spécifique. Plus
délicates a mettre en ceuvre, ces méthodes de eapthimiques sélectives, notamment des
acides uroniques, existent parmi lesquelles laattgion alcaline en milieu réducteur qui

conduisent respectivement a la libération d’oligabarides natifs et modifiés.

-élimination ou dégradation alcaline

La dégradation alcaline est une méthode antériauxeméthodes d’analyses liées a la
méthylation et a été développée au début dt"26iecle pour I'étude structurale des
polysaccharides et notamment les xylanes et lesgkytanes. En milieu alcalin, il est connu
qu'il peut survenir des réarrangements sur l'extééméductrice d'un polysaccharide,
s'accompagnant de phénomenes de "peeling” par éesnismes dp-élimination. En effet,
sous l'action d'une solution alcaline, on obsemve nupture des liaisons glycosidiques en C-4
d'un ose en position terminale réductrice. Les byglies en position terminale réductrice

jouent un role clé dans la dégradation alcaline pdgsaccharides. La réaction de peeling,
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comme indiquée Figure 39 pour la cellulose ou d&supolysaccharides liés en-# est
initiée par I'énolisation de I'hydroxyle en positiocterminale réductrice pour former les
intermédiaires énediola) et ().}°® Lintermédiaire b) subit alors le processus de
élimination résultant du départ du substituant ed. Ce composéd] peut conduire par
réarrangement de type benzylique a l'acide isosaaufue () et a I'acide lactiquef) par

clivage de la liaison entre le C-3 et le C-4 déolane €) suivie d’'un réarrangement de type

benzylique.
CH,OH CH,OH CH,0OH CH,OH CH,OH
QO OH " OH OH OH
Ho /u e
OH OH OH /=0 —‘H o | NoHg =0 = AOH / O|=— (OH CHOH
RO RO 2~ RO RO OR 5
OH OH OH OH 20!
/ @ (b)
CH,OH
Q S
OH o RO
RO
OH
CH,OH ¢H20H CH,OH
. OH
OH Réarrangement OH
CH,OH
COOH e type benzylique g o
O
OH HO
(d) () J
Acide CH,OH
isosaccharinique OH
HO CH,OH
HO O
C) l
HOOQ
?HOH
CH
® :
R = chaine glucidique Acide lactique

Figure 39 : Dépolymérisation en milieu basique ealing d'un glycane lié en-14 (d'aprés Laf?

Le traitement alcalin d’'un polymere glucidique sasceptible d’'induire de nombreuses
modifications structurales (peeling, clivage dessbns glycosidiques, saponification...). Afin
de limiter ces réactions parasites et de rendexthét la réaction de dégradation, une solution
consiste a travailler en milieu réducteur. La pnésede borohydrure de sodium dans le milieu

réactionnel permet de réduire les oses en postgominale réductrice, limitant ainsi les
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réactions de peeling tout en orientant la sélegétide la réaction vers les acides uroniques. En
effet, un groupement carboxylique est un centretiattracteur qui en présence d'une base
permet une réaction dp-élimination conduisant a la libération du substitu en C-4.
L'application de cette méthode au niveau d'un acidmique d'un polysaccharide a été

149 en 1967 puis par Lawson et

effectuée pour la premiére fois par Mc Cleary aét
al.,** en 1969. Le mécanisme décrit Figure 40 a étéld&giar I'équipe de Lindberfg*

0 OH 0 o 0

(0) HO- (0] HO"
OR3 OR, —» ( ORs OR, ———> OR;
(NaBH,) (NaBH,)
OR4 OR4
HO
R1, Ry, R3, R4 : H ou unité osidique (NaBHy)
A
OR{| + R,O"

(sous forme réduite)

OR;

Acide uronique modifié

Figure 40 : Dégradation alcaline en milieu réductiun polysaccharide acide (d’aprés Lindberg gj'al

Si dans un second temps, une hydrolyse acide mémragécalisée a la suite de la dégradation
alcaline, les unités osidiques engagées en C-1,eCe-3 de l'acide uronique modifié sont

libérées selon le schéma réactionnel suivant (Eigayj.

O o
/ OH
OR; CHO

OR,

O\_-OH
o) ) o

H;0" H;O" concentré QHC COOH
—2 s (OR; CHO *+ROH "
A

OR,

+ R,OH + R30H
Acide uronique modifié

R1, Ry, R3, R4 : H ou unité osidique
Figure 41 : Libération des substituants R,, R; en milieu acide aprés faélimination
(d'aprés Lindberg et &)
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[.3.2.b. Séparation des oligosaccharides

La séparation des mélanges d'oligosaccharides apydsolyse est certainement
'étape la plus fastidieuse de I'étude structuralein polysaccharide. Les fractions
oligosaccharidiqgues peuvent étre séparées par awgnaphie d’exclusion stérique en
fonction de leur masse moléculaire ou plus exaat¢énen fonction de leur volume
hydrodynamique ; d’autres méthodes de séparation Igges a la charge des molécules
(chromatographie d’échange d’ions), a leur polafiféromatographie en phase inverse), et

plus rarement a leur structure (chromatographi#idieg).

.3.2.c. Méthodes spectroscopiques et détermination strualir

des oligosaccharides

Les méthodes précédemment décrites permettenelitbh d’oligosaccharides plus

faciles a analyser par spectroscopie.
» Infrarouge

La spectroscopie infrarouge est une méthode d'smgbhysique rapide, simple a
mettre en ceuvre et ne nécessitant que peu de tgudatimatiere a analyser. Basée sur les
transitions entre les états vibrationnels et rotatels d'une molécule, elle peut étre employée
tout aussi facilement sur des échantillons brutpunifiés. Certains groupements ou liaisons,
considérés comme marqueurs (fonction C=0 des acidemiques, liaisons C=C
aromatiques), peuvent révéler la présence de aaége polysaccharides (hémicelluloses,
pectines, lignines). A titre d’exemple, des bandes 1510 et 1595 cinsont caractéristiques
des cycles aromatiques de la lignine et les bardd€st,) a 1250 et 1465 crh sont
caractéristiques des xylanes.

» Spectroscopie de résonance magnétique nucléaireNRM

La spectroscopie RMN permet de déterminer la stracprimaire complete d’'une
chaine oligosaccharidique. Elle mene en outre daendtification de chacun des
monosaccharides et précise I'enchainement des nmaresires points de branchement et les

anoméries.

Le spectre RMN monodimensionnel du proton donndrdesmations primaires sur la
valeur des déplacements chimiques des protonsifidblds et permet de les comparer avec

ceux déja décrits dans les banques de donnéesndkigne également sur le nombre de
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résidus monosaccharidiques par l'intégration desops anomérigues qui se présentent sous
forme de doublets entre 4,4 et 5,4 ppm. Les cotesate couplage peuvent étre mesurées

discriminant 'anomérie. ou B des sucres.

L’élucidation des structures glycosidiques résatsuite de I'utilisation de différentes
séquences d’impulsions qui dans une premiere ¢tapeettent une attribution complete des
déplacements chimiques des protons et carbonesa dmolécule. Les spectres COSY
(Correlation SpectroscopY) homonucléaire (corrétatH-'H) permettent de mesurer toutes
les constantes de couplage (J) et les déplaceroeintisques des protons qui résonnent dans
la « bulk region », entre 3,2 et 4 ppm, renferndanombreux protons avec des fréquences
de résonance proches ce qui rend leur distinct@mndifficile. Néanmoins, il est possible de
distinguer les protons portés par les carbonesigugs dans une liaison osidique qui sont
généralement déblindés. La nature du cycle (pyemas furanose) et 'anomérie peuvent
également étre précisées par le coupfdgaes protons anomériques. La distinction entre un
a-pyranose et ufi-pyranose sera fonction de la valeur de la constdatcouplage entre le
proton anomérique et le H-2. Une constante de egeptomprise entre 2 et 4 Hz, dans le cas
d'un H-2 axial est spécifique d'un-pyranose alors que la constante de couplage d’un
B-pyranose varie entre 7 et 9 Hz. Pour un protorategial en position 2, les variations sont

réduites.

Les emplacements des liaisons sont ensuite prégaéles déplacements chimiques
des*C résonnant entre 3 et 10 ppm, mais lorsqu'ils smgiagés dans des liaisonsA ils
sont déblindés. D’'une maniere générale, les cadhamemériques des cycles sous forme
pyranose portant un substituant axial résonnerg ¥80 ppm. Les autres cycles pyranoses
résonnent vers 105 ppm tandis que les formes feemncsont caractéristiques des

déplacements chimiques autour de 110 ppm.

La séquence de la chaine oligosaccharidique pesitiitenétre déterminée par
différentes méthodes. Classiquement, elle peutd&deite des interactions dipolaires entre le
proton anomérique et les protons adjacents det€wsidique (NOE, ROESY). L'effet NOE
(Nuclear Overhauser Enhancement) fourni généraledenpics de corrélation intenses entre
les protons H1 et Hx de deux oses reliés par wmieoh 1-x. Au travers du ROESY
(Rotating Frame Overhauser Spectroscopy), il essipte de visualiser les corrélations
dipolaires proton-proton entre deux voisins prooffesi plus de 5 A. L’expérience TOCSY
(Total Correlation SpectroscopY) permet le trartsfier la magnétisation sur tous les protons
d’'un monosaccharide mais présente une lecture atiélicles constantes de couplage.

Dabrowski a proposé en 1989 de combiner les ségaeROESY et TOCSY afin de relier
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tous les protons anomériques et ainsi détermineséguence des unités osidiques. Les
spectres HMQC (Heteronuclear MultiQuantum Coheremmmettent de corréler chaque
proton avec le carbone auquel il est lie. Dansase outre l'identification des carbones et la
détermination de leurs déplacements chimiquessé&olation d’'un déblindage des carbones
permet de déterminer la substitution, c'est-a-dies points de branchements des

monosaccharides.

Les spectres HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond @tation) donnent les corrélatiorid-
13C et les constante¥ associées. Il est alors possible de corrélendgaux distants de 3
liaisons covalentes, notamment les constandgscx oU x est la position du carbone du
monosaccharide voisin inclus dans la liaison gligiqee (Figure 42). Ainsi, on peut préciser
I'enchainement des monosaccharides et donc, l&aséqule I'oligosaccharide.

(0]

OH "Q on
H < H H
Q H
HO coH C4 o
HOW O
(.;3 OH HO ¥
H H

Figure 42 : Schéma représentant les corrélafibnscarbone/proton observées a partir du proton Hrk dae
expérience HMBC. La corrélation la plus intéreseast celle qui indique la liaison glycosidique

» Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique dsmabmplémentaire a la RMN, aux
applications variées et qui n’a vu son champ da#flon s’étendre aux macromolécules que
depuis peu de temps. Cette technique était emplayé&wigine pour caractériser les éthers
méthyliques résultant des expériences de perméitylala position des groupements
méthyle de chaque monosaccharide issu d'une hyiohcide étant caractéristique des
liaisons entre monomeéres. Mais ce résultat ne gemas daccéder a la séquence
oligosaccharidique.

Méme si la méthode est destructive pour I'échamtjlila spectrométrie de masse
présente I'avantage de ne nécessiter que de ilBssfaguantités de matériel (10 a 1000 fois
moins que pour la RMN). La clé de 'analyse degadaccharides par spectrométrie de masse

réside dans le choix de la technique d’ionisation.
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Ionisation par MALDI

Le MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption-lonisati) est une méthode
d’ionisation introduite par Karas et Hillenkamp d®88'°? Permettant d'analyser des
molécules de masse moléculaire supérieures a 3@) &l@ est particulierement adaptée a
I'études dedN- ou O-glycanes. Actuellement, le mécanisme exact du MALBst pas décrit
avec précision. Un échantillon solide est cocilis@alavec une matrice puis irradié par des
photons émis par un laser dont la longueur d’orsfiesieuée dans la bande d’absorption de la
matrice. Les matrices sont des chromophores aefadnithalpie de sublimation devant
absorber I'énergie du laser tout en favorisannisation par transferts de protons et assurant
une bonne séparation des molécules en réduisainrées intermoléculaires. Les matrices les

plus utilisées sont les dérivés des acides cinnasigt benzoiques.

Le choix de la matrice est important puisqu’il petnde jouer d'une part sur la
production des ions et, d'autre part, sur la résmiudu spectre dans des gammes ou on
observe un bruit de fond important di a la matricacide 2,5-dihydroxybenzoique est
particulierement adapté a I'étude des oligosaaddaripuisqu'il permet de minimiser la
dégradation de I'échantillon provoquée par l'alismmme I'énergie du faisceau laser incident.
L’énergie transmise par le laser est absorbéegaraltrice et cet apport d’énergie provoque
son expansion en phase gazeuse en entrainant lésutee d’échantillon a analyser (Figure
43). L'échantillon est alors ionisé majoritairemepdr transfert de protons, soit avant
désorption dans la phase solide, soit par collisjores désorption avec la matrice excitée ou
avec d’autres molécules du plasma tels que lesdeesodium. Les ions sodium favorisent
I'ionisation des polyméres par complexation.
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Figure 43 : Principe du MALDI (d'aprés Karasaet*>)

Les complexes chargés ainsi formés sont accélérésveyés dans un tube de vol jusqu’au
détecteur. En général, la source MALDI est utilisgec un analyseur a temps de vol (Time
Of Flight). Celui-ci est proportionnel a la racicarrée des rapports m/z. Outre sa grande
sensibilité (0,01 % a partir de moins d’'un picomdike produit), cette technique permet

d’analyser des molécules natives pures ou en mglang

Ionisation par électrospray

Le principe de [Iélectrospray (ES) repose sur laation d'un brouillard
électriguement chargé a partir d’'un flux continu ldpiide dans une enceinte a pression
atmosphérique. Une solution d’échantillon est idtite dans un capillaire dont une extrémité
est soumise a un fort champ électrique. Ce chaexirigue intense provoque la formation
d’'un nuage de gouttelettes chargées qui traversiemiltanément un gradient de champ
électriqgue et de pression dans la direction dealismeur du spectrométre de masse. Le
brouillard résultant est entrainé par un gaz veadeuélimine progressivement le solvant des
gouttelettes. La diminution du rayon des gouttelethugmente leur densité de charge
électrique et induit une désorption des ions darmghbse gazeuse. Les mesures de masse sont
ensuite effectuées au travers du rapport m/z. Afains le cas d’'une molécule possédant
plusieurs sites ionisables ou polaires, les iommés sont multichargés et la gamme de
masses accessibles est grande sur un instrumemé.dd@domme pour le MALDI,
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I'électrospray bénéficie d’'une excellente résolutae I'ordre de 1 Da pour 10 000, d’'une

grande sensibilité (de I'ordre de la picomole)egendre peu de fragmentations.

» Couplage spectrométrie de masse a d’autres techasqu

La chromatographie en phase gazeuse couplée ada@pétrie de masse (CPG-SM)
constitue I'un des outils les plus puissants dgsmlde mélanges complexes de molécules
organiques ou biochimiques. Dans cette applicatiomévéle le spectre des fractions au fur
et & mesure de leur sortie de la colonne de chomregthie. Cette technique est
classiquement utilisée pour I'analyse des séquealiggsaccharidiques par I'identification
des dérives éthers méthyliques sous forme aldibeis méthyl-glycosides partiellement

méthylés et acétylés.

La spectrométrie de masse en tandem (SM-SM), qusiste a coupler deux
spectrometres de masse, est également utlisée pélucidation de mélanges
d’oligosaccharides. Dans cette technique, le prespectrometre de masse sert a produire et
a séparer les ions moléculaires des différents osams du mélange et le second, a
fragmenter successivement ceux-ci et a enregiskesr spectres des ions parents
correspondants. La détermination compléte de ségsemligosaccharidiques est alors
possible en combinant une technique d’ionisatiorBFa#vec la spectrométrie de masse en
tandent>

[.3.2.d. Analyse et détermination structurale des polysaactias

Une autre alternative a I'analyse structurale ddggaccharides en général, de GX en
particulier, est I'étude des molécules sous leam#native. Dans ce cas, I'utilisation de la
spectroscopie RMN'(- et *C- RMN) va fournir des indications concernant launa de la
chaine principale, le taux de branchement pard@adO-méthylglucuronique ainsi que sur
'importance et la position des groupé3-acétyle. Récemment, des études de RMN
bidimensionnelles homo- et hétéronucléaires de §P8Y, TOCSY, HSQC ou NOESY ont
apporté des informations complémentaires qui peemgt sur la base de signaux

caractéristiques, I'identification des différengtgictures de GX natifs.
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La spectrométrie de masse MALDI peut également E&agpliguée aux
macromolécules de haut poids moléculaire si ledydigpersité n'est pas trop importante
(inférieure a 1.1). L'utilisation de cette technéqpour l'analyse des polysaccharides
polydisperses requiert le couplage avec une sépargiréalable par chromatographie
d’exclusion stérique. Ainsi on diminue la polydisgig®¢ des échantillons jusqu’a des valeurs

compatibles avec I'analyse MALDB?Y?

.3.2.e. Profil de masse et poids moléculaire

Le poids moléculaire est une propriété clé d'utymere car il influence directement les
propriétés physiqgues comme la solubilité, la vigéos Une estimation du degré de
polymérisation et dona fortiori du poids moléculaire peut étre faite par le dosdege oses
réducteurs® Globalement les xylanes ont un dégré de polyniéisaelativement faible (en
général inférieur ou égal a 200). Méme si la cassaice du poids moléculaire moyen est une
donnée intéressante, c’est surtout la distribuéonmasse qui caractérise un polymere. En
effet, les polysaccharides végétaux peuvent présene polydispersité importante. Une des
techniques les plus répandues pour ce type d'amags la chromatographie d’exclusion
stérique qui permet de séparer les macromoléculdsnetion de leur poids moléculaire, ou
plus exactement en fonction de leur volume hydradyique qui prend en compte la
conformation des molécules. La calibration peué &ifectuée avec des dextrans de poids
moléculaire connu, s’ils présentent une forte siode avec les polysaccharides étudiés a
'aide d'un réfractométre comme détecteur. La gpecétrie de masse MALDI est une

alternative dont le développement semble limité.

Depuis quelques années, une nouvelle techniquéisgsinible pour déterminer la masse
moléculaire de polysaccharides; c'est le détect&kLLS (Multi-Angle Laser Light
Scattering) que I'on couple classiquement a unemhtographie d’exclusion stérique (SEC).
Le principe est simple ; un faisceau de lumiérdars#es est envoyé sur I'échantillon et la
dispersion de la lumiere est détectée. Dans lelgddALLS, la dispersion de la lumiére est
détectée a difféerents angles de fagcon simultanBatensité de la lumiére a chaque angle est
proportionnelle a la masse molaire et a la conaéotr de la molécule. Pour les
macromolécules plus petites sans dépendance amgdkiia lumiére dispersée, la détection
d’un seul angle est suffisante. Cependant quanchtd&cules sont de tailles plus importantes,
davantage de lumiere est diffusée dans toutes itestidns et alors le MALLS devient
indispensable. Dans ce systéme SEC-MALLS, les maalécules polysaccharidigues sont

d’abord fractionnées conformément a leur volumerbggnamique, puis l'intensité de la
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lumiére dispersée et la concentration de la fracGluée sont mesurées simultanément. La
masse moléculaire absolue de la fraction est dlongée directement. Ce systéme est capable
de couvrir une tres large fourchette de massesaulaliée et méme descendre sous les 580

Daltons selon les affirmations des fabricdnts.

.4, Applications, propriétés et valorisation des xylang

La biomasse représente une importante source refaile de polymeres pouvant étre
diversement valorisés. L'utilisation de ces ressesiireste négligeable en comparaison avec
les produits issus de l'industrie pétroliere. Ldsygocolloides d’algues, la cellulose et
I'amidon sont les principaux polysaccharides d’'mrgvégétale a usage industriel exploités
dans des secteurs variés tels que I'agroalimentaireextile ou I'industrie pharmaceutique.
Cependant depuis quelques années, les hémiceButpgsereprésentent prés de 50% de la

198 157 suscitent un intérét croissant, c’est en partitwirai pour les

biomasse végétale,
xylanes. De par leurs propriétés rhéologiques, ipbyshimiques et biologiques, le domaine
d’application des xylanes est trés vaste. lls stifités a I'état natif mais les principales voies
de valorisation de ces polysaccharides reposemtsswoi leur hydrolyse pour former des
précurseurs utilisés dans l'industrie chimique,t soir leur fonctionnalisation qui permet

d’envisager de nouvelles applications pharmaceesiquu cosmétiques.

1.4.1. Xylanes natifs

.4.1.a. Propriétés rhéologiques

Les propriétés physico-chimiques originales desamg$ les rapprochent des
hydrocolloides. Ces derniers désignent des polysaittes d’origine naturelle ou leurs
dérivés, qui se dissolvent ou se dispersent daeasu l'pour former des solutions ou
suspensions visqueuses. Les hydrocolloides ayangramde affinité pour I'eau, affectent la
texture du milieu auquel ils sont ajoutés et medifila perception du consommateur vis-a-vis
d’un produit, d’ou leur utilisation notamment ddes secteurs agroalimentaire, cosmétique et
pharmaceutique, en tant qu’épaississant, émulsibarmgélifiant. Ces polymeres possedent en
solution une faible viscosité sous contrainte et torte viscosité au repos a concentration
élevée. Le xylane pur ne forme pas d’hydrogel éuatiem. L'ajout de chitosane est nécessaire
a la formation de gel dont les propriétés de gomdlet sont intimement liées a la part de
chitosane dans le mélanty&.La formation de I'hydrogel est attribuée au doreadmistallin

du xylane lié aux chaines de chitosane ainsi quiateractions électrostatiques entre I'acide
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glucuronique du xylane avec les groupes amines Hitosane’™ Il existe différentes
méthodes de formation des hydrogels. Une preminsiste a chauffer un mélange de xylane
et de chitosane en milieu acide avant évaporatioresacasting®® La polymérisation
d’hémicellulose et de hydroxyléthylméthacrylate pasence de sels de sulfate et de sulfite
comme systéme initiateur de la réaction en comtitmueuse conduit également a la
formation d’hydrogels®® Ainsi les gels formés peuvent étre employés endatagents de
texture dans les produits désinfectants ou les gmaests®® Par ailleurs, leurs propriétés
liantes ont été exploitées en tant qu'additifs déngpréparation des pates a papier. lls
apportent une meilleure flexibilité aux fibres endiorent la résistance mécanique du

papier:®?

.4.1.b. Activités biologiques

Les parois cellulaires végétales sont des résarvpatentiels de polysaccharides
biologiquement actif8®® La littérature est abondante & ce propos et témeoifg I'intérét des
hémicelluloses et en particulier des xylanes dandamaine. De nombreux articles attestent
des propriétés immunomodulantes ou immunostimuadés xylanes. Ebringerovaetll.,’
ont utilisé le test mitogénique des lymphocytesolirpvérifier les propriétés du MGX extraits
de graines de sarrasin. Ce test avait déja étééupibur déterminer ces mémes propriétés sur
des xylanes d’épis de m&iset de plantes médicinaleRydbeckia fulgidaAlthea officinalis
et Mahonia aquifoliuni® **®mais aussi sur des oligosaccharides de coquilesahdes®’

Des hétéoxylanes de grand plantdthaftago major)se sont révélés avoir de fortes activités
anti-complémentaire€® Des propriétés antioxydantes de xylanes ont ¢tgoréées sur des
extraits de saug&’ de diverses plantes médicinales (guimauve offiejnaudbeckie et
mahonia):’® de coquilles d’amandés! de riz et d’éleusine (variété du milléff. Dans ces
deux derniers cas, il s’agissait d’arabinoxylan&silbylés possédant de trés fortes activités
antioxydantes pouvant étre 500 fois plus élevéesaglies de polysaccharides sulfatés. Les
auteurs expliguent qu’en plus de I'acide férulique, acide phénolique répandu dans les
céréales et possédant un fort pouvoir antioxydargrésence des oses avec des groupes C=0
ainsi que le degré et la nature de la polymérigatint un impact important sur l'activité
antioxydante de ces AX. D’autres glucuronoxylanesles hétéroxylanes issus de plantes
médicinales ont respectivement présenté des atidnti-toussives® et des effets anti-
ulcérants.’® Les xylanes sulfatés, présentent, quant & euxpigsiétés anti-coagulantes et

anti VIH.1> 176
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[.4.1.c. Propriétés nutritionnelles

Les xylanes sont employés en tant que fibres aliames. lls ne sont pas dégradés par
les enzymes digestives humaines et permettent daxsiélérer le transit intestinal. En outre,
leur ingestion diminuerait de maniére significati@cumulation des lipides dans le foie et le

taux de cholestérol sanguiff.

.4.1.d. Micro et nanoparticules de xylanes

Comme nous I'avons mentionné précédemment, lesaglae sont pas dégradés lors
de la digestion et peuvent franchir la barriéreestinale. Cette particularité est un facteur
intéressant dans le cadre de son utilisation petentians I'industrie pharmaceutique. Ainsi,
les xylanes notamment issus d’épis de mais sofiségtipour la synthese de micro et
nanoparticules. Les micro et nanoparticules peuétatutilisées en tant qu’agent d’enrobage
pour I'administration orale de médicaments. Ellestsréalisées par neutralisation avec du
HCI d’une solution alcaline de xylanes en présatedensioactit’® La taille des particules
croit avec la concentration en polyméres. Les pads magnétiques sont utilisées comme
agents de contraste et marqueurs pour l'imagerieésonance magnétique. Elles sont
synthétisées par émulsion entre une solution aleale xylanes et une solution magnétique
de fer dans un mélange chloroforme/cyclohexane 14" de facon a former des particules
dont le diametre est estimé par diffraction lasenaron 25 um. Les particules magnétiques
de polyméres sont nettement plus résistantes #&s$aldtion a des pH proches de celui de

I'estomac que les particules magnétiques non eestié xylanes.

.4.1.e. Les matériaux plastiques a partir de xylanes descaées

Les polysaccharides, en particulier les xylanes/petuégalement étre valorisés en les
utilisant comme substrats de base pour I'élabaratie films plastiques potentiellement
biodégradables. Face a I'épuisement des ressopétesieres, les scientifiques s’intéressent
a la synthése de ces nouveaux films d'origine \#gétDe nombreuses études décrivent
I'utilisation d’autres ressources naturelles oucdgproduits comme matiére premiére pour la
synthése de plastiques. C’est le cas pour la pd#leblé'™®™ les polysaccharides d'algues
rouges-2* la cellulosé® ou encore les hémicellulosBé.Les xylanes ont été trés largement
étudiés. Dans le cas d’arabinoxylanes d'orge,tilpessible de former des films sans I'ajout
de plastifiant® Les films alors obtenus par casting, sont rigidessez cassants,

185

hygroscopiques et amorphes. SternemalmmoBt,™ ont par la suite étudié I'influence de la

substitution en arabinose sur les propriétés des fiormés en déramifiant I'arabinoxylane
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avec de l'acide oxalique. Les matériaux prépargmrdir d’arabinoxylanes débranchés (de
ratio Ara/Xyl compris entre 0.3 et 0.52) sont tperents et aucune différence dans
'apparence, la structure et la fragilité n’est @vee. Cependant, a un fort taux d’humidité,
une relation existe entre le taux de substitutiorabinose et I'hnygroscopicité du matériel.
L’analyse des propriétés mécaniques indique quévibdéion de la teneur en arabinose induit
un net effet plastifiant. Les xylanes peuvent égalet étre additionnés au gluten de blé en
présence de glycérol pour former des films biodéajies -2 L'ajout de xylanes de bouleau
dans des films de gluten de blé permet de rédasecslts de production sans pour autant en
altérer ses qualités, ce qui en fait un excelldditd.

1.4.2. Xylooligosaccharides d’intérét

Les xylanes natifs peuvent étre hydrolysés pouerobtdes oses élémentaires qui
fourniront aprés fermentation, déshydratation oducéon par hydrogénation catalytique,
toute une gamme de produits dont certains présentee haute valeur ajoutée. Ces
hydrolyses peuvent étre de plusieurs ordres : eatigoes, chimiques ou la combinaison des

deux selon la finalité du produit et I'échelle gualle il est produit.

l.4.2.a. Le cas des xylo-oligosaccharides(XOs) d’'intérét
biologique

Les xylo-oligosaccharides sont naturellement pri&seans les fruits, les Iégumes, les
végétaux, le lait et le miéf’ Ils sont majoritairement produits & partir de mas
lignocellulosiques contenant des xylanes commet é&esas pour le bois d’eucalyptus, des
épis de mais, des fibres de lin, des coquilles diatas, des cosses de riz ou de sarrasin ou de
la paille de blé. lls peuvent étre obtenus par méthodes chimiques (autohydrolyse dans
'eau par chauffage micro-ondes ou a la vapeurydiyse par des acides, les alcalis), par
hydrolyse enzymatique directe ou par une combimaistes deux® Les xylo-
oligosaccharides sont utilisés a de nombreusegfitedles soient alimentaires ou non (Figure
44).
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Applications alimentaires Applications non alimentaires

A 4 A 4 A 4 \ 4
Ingrédients alimentaires Pharmaceutique | Alimentation animale| Agriculture
Alimentation spéciale - animaux domestiques
-antiobésité l l - PoISsons
-antidiabétique
Prévention et Agent actif contre :
M v traitement des - l'ostéoporose - accélere et stimule
Additifs SyanOthueS infections - otites la croissance
alimentaires gastrointestinales - probléemes de - agent de
peaux et capillaire murissement
- améliore le
rendemer

Figure 44 : Exemples d'application des xylo-oligus#arides (d’aprés Vaquezaatll.,'*")

Cependant les applications présentées en Figune 4ént pas exhaustives. Moureet.,'*

ont rapporté I'abondance de la littérature a propes effets et des applications relatifs aux
oligosaccharides de xylanes. Ces effets sont soulerdre biologique et ces molécules se
voient donc valorisées comme additifs alimentainegraceutiqgues ou pharmaceutiques. Les
propriétés de ces oligomeres peuvent étre en glsiexemples cités ci-dessus, antioxydantes,
antimicrobienne$® prébiotiques® anti-inflammatoires ou encore cytotoxiques envess
cellules de leucémie aigué lymphoblastigife. Aujourd’hui encore, malgré les effets
bénéfiques sur la santé, I'utilisation de xylo-okgccharides a I'échelle industrielle reste trés
limitée. Le marché japonais, en incorporant des-ojfigosaccharides dans I'alimentation dés
1996 fait figure de pionnier dans le domaine. L’Eurammmence & se positionner sur le
marché. L'intérét pour les XOs dans lindustrie na@ntaire et le développement de
I'alimentation fonctionnelle ne se dément pas, aovrde nombreuses opportunités de

valorisation des xylanes.
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La dérivation des xylanes tout comme leur fonctisation offre de nouvelles pistes de
valorisation. Méme si jusqu’a présent les applaraides produits ainsi obtenus restent tres
limitées, I'intérét porté a ces polymeres est gissaht. Les principaux dérivés chimiques des

xylane$®® sont présentés Figure 45.
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Figure 45 : Xylanes fonctionnalisés (d’aprés Ebeiyaetal.,'*3

La préparation de ces dérivés met en jeu des odactd’oxydation, de sulfatation,
d’alkylation, d’éthérification et d’estérificationComme nous l'avons dit au paragraphe
1.4.1.b, les xylanes sulfatés, de par leur actiatgicoagulante, présentent des propriétés
comparables & celles de I'hépariiece qui laisse entrevoir des débouchés dans leidema
médical et pharmaceutique. lls diminueraient alessaux de cholestérol et de triglycérides
dans le sang ainsi que la formation de calculswénBarmi les produits d’éthérification, le
carboxyméthylxylane est employé en tant que draptéumorale, adhésif, détergé&hitou
additif dans la pate & papiefDes dérivés carboxyéthylés et carbamoyléthylésibtfonnels
(éthérification avec de l'acrylamide en milieu dilch ont également été synthétisés
récemment par Ren at,**” en vue d’une valorisation dans I'industrie papeti¢ alkylation
par des groupements ammonium quaternaires commgdi®xypropyltriméthylammonium

69



(TMAHP) ou I'époxypropyltriméthylammonium (ETA) cdnit & des dérivés utilisés comme
additifs dans la fabrication de la pate & papiehvkal et Heinz&® ont préparé des xylanes
dialkyloaminés (diméthylaminoéthyl, diéthylaminog@th et diisopropanylaminoéthyl)
sensibles au pH et amphotériques grace a la pestmultanée d’'acides uroniques et de
groupes amines. L'introduction de longues chaingsus glucuronoxylane via une réaction
de O-alkylation méne a des composés amphiphiliquesvénoiuleurs applications comme
émulsifiant ou tensio-actifS® L'oxydation périodique des xylanes, suivie d’urairation
réductrice, peut donner des molécules ayant égatedes propriétés tensio-actives. Enfin
I'estérification des xylanes par des groupementsbaraates conduit a des matériaux

thermoplastiques™

1.4.3. Etude de valorisation des xylanes de bois

Nous venons de détailler les applications des xedaen général, nous allons plus
particulierement nous intéresser a la valorisatie glucuronoxylanes de bois. Les
applications sont sensiblement identigues maisahitage de I'utilisation de co-produits de
bois est qu’'il n'y a pas de conflit d’'intérét avece autre industrie, comme cela peut I'étre

pour les produits céréaliers.
1.4.3.a. Activités antitumorales

Si des propriétés immunomodulantes ont été remasgsér des xylanes de héffe,
par contre peu de données ont été publiées sutivitac antitumorale de xylanes
contrairement aup-D-glucanes?’?% Hashi et Takeshit&" **>ont rapporté I'inhibition du
sarcome-180 par un @-méthylglucuronoxylane de hétre japonais. Les asteupliquent ce
phénomene par la stimulation indirecte du systemmenunitaire non-spécifique. Plus
réecemment le LCSN a présenté la caractérisatiactsniale d’'un MGX de chataignier ainsi
que ses propriétés cytotoxiques envers la lignéeécause A 431°% 2°’Dans ce cas, le MGX
inhibe la prolifération et la migration des celslld 431 ce qui peut s’expliquer par la
diminution de I'expression de métalloprotéases (NP MMP9), enzymes responsables de
la dégradation de la matrice extracellulaire. Ld&tudes mécanismes cellulaires semble
indiquer que l'inhibition de la prolifération degllules A 431 est relative a I'induction de

I'apoptose plutdt que I'inhibition du cycle celluia
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.4.3.b. Transformations des xylanes de bois aprés hydrotse
applications industrielles
La Figure 46 résume schématiquement des exemplealdgsation des xylanes de

bois dans le domaine de l'industrie chimique apres hydrolyse.

Xylanes du bois

Hydrolysel
acide acétique acides uroniques
xylose
Réduction Déshydratation Fermentation
xylitol furfural
| acétone| | polyols, butanol, éthano|
édulcorant
acrylates
< < v 1
‘ 2-méthylfurane | | furane || lysine | | acide glutamique| | résines et plastiques|
| tétrahydrofurane | | alcool furfurylique| mousses dérivés nitrés et
polyuréthane halogénés

alcool

v
tétrahydrofurfural

adiponitrile

Figure 46: Hydrolyse des xylanes et exemples diegtdns industrielles (d’aprés PS4

Les dérivés furaniques et le xylitol sont les piitgld’hydrolyse les plus importants
obtenus a partir des xylanes. Les dérivés furasicgoat les précurseurs pour la synthese de
nombreuses molécules et le xylitol est obtenu @dmnction de la fonction aldéhyde du xylose.
Il peut étre produit industriellement & partir deti@res riches en xylanes comme certains bois
(écorces) aprés hydrolyse des xylanes. Le xylibol E967) est un édulcorant équivalent
semblable au saccharose (méme pouvoir sucrant}, présentant un faible apport calorique
car il est absorbé plus lentement et partiellenmagtabolisé par I'organisme. Il peut se
trouver a I'état naturel dans de nombreux fruitsii{$ rouges, prunes) et légumes (chou-
fleur). Il posséde par ailleurs un caractére inbiloi vis-a-vis du développement des caries car
les bactéries sont incapables de le métabolisetrasmmment aux sucres en C6. Il est
actuellement utilisé comme additif dans de nombrptduits de l'industrie alimentaire
(chewing-gums, chocolats, confiserie, biscuits,malits diététiques), pharmaceutiques
(pastilles a sucer, sirops), dans les cosmétigs@gofis, cremes) et dans les dentifrices et
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bains de bouchéd? Le furfural, obtenu par déshydratation des perstosst un produit de
base de l'industrie chimique. Il est le précursé¢une large gamme de monomeres, tel que
I'alcool furfurylique, des dérivés vinyliques, albigpes et métacryliques ou époxydes,
capables de polyméris& ' Entre autres, I'alcool furfurylique, obtenu paduétion du
furfural, est largement exploité pour I'obtentioa tésines furaniques caractérisées par une
tres grande résistance a la température et auxsageimiques agressifs (solvants, acides et

bases).

Plus récemment une autre molécule issue de prodinysirolyse des xylanes a fait
son apparition sur le marché. Il s’agit du Pro-Xg@&' un glycoside développé selon des
process de chimie verte a partir de hétre et laede marché en septembre 2006. Il est
synthétisé en deux étapes a partir du xyfdSd.a premiére étape (Figure 47) est la
condensation du xylose avec une dicétone en milisique. Les bases utilisées peuvent étre

de la soude, du bicarbonate de sodium ou de I'ydi® de lithium.

@ O Base
* M
HO OH eau HO
OH

Figure 47 : Formation d’'une cétone C-xylosidée.

La deuxiéme étape (Figure 48) est la simple rédnctiu composé précédemment obtenu

dans l'isopropanol ou en milieux aqueux.

O O

NaBH,,

P
X

W

HO "OH eau ou isopropanol HO™

OH

Figure 48 : Réduction de la cétone C-xylosidée.

Le Pro-Xylané" rencontre un franc succés dans 'industrie cogmétile par ses propriétés

biologiques anti-age sur les fibroblastes, desulss| présentes dans le tissu conjonctif. En
effet il stimule la synthése des glycoaminoglycaseatés (GAGs) trés impliqguées dans
I'état d’hydratation de la peau. Biodégradable redpit a partir de ressources renouvelables,

il est enfin non écotoxique.
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.4.3.c. Les bioplastiques

Comme nous l'avons vu précédemment au paragragtied, un intérét grandissant est
porté a cette nouvelle catégorie de matériaux. Danas de notre laboratoire, la valorisation
de xylanes de bois par I'obtention de matériaustmjaes par estérification a fait I'objet de
deux thése$,?™* d’'une publicatiof* et d’'un brevet™ Les matériaux plastiques ont été
obtenus par acylation de xylane de hétre commemntab’hétéroxylane de mais dans le
systeme DMA/LICI en présence ou non de DMAP parutfage classique ou activation
micro-onde<. Les films plastiques de xylanes esterifiés paratsde laurique présentent une
meilleure rigidité que ceux obtenus avec de lautmde a degré de substitution (DS)

équivalent. Grondahl etl. 2*°

ont préparé des films uniquement a partir de ghuooxylanes

de peuplier tremble. Ces matériaux étaient tresards et se fragmentaient pendant le
séchage. L'ajout de sorbitol ou de xylitol permé&ibdenir des films transparents avec de
bonnes propriétés mécaniques en abaissant la tatapede transition vitreuse. De plus la
faible perméabilité a I'oxygene de ces films ent @& bons candidats pour I'emballage

alimentaire.

Concernant notre travail proprement dit, I'objealié cette étude est de proposer de
nouvelles méthodes de délignification de sciureshftaignier et d’extraction de xylanes a
partir de ces mémes sciures et dans la mesure skibf® selon des conditions de chimie
verte, plus respectueuse de I'environnement. Dansegond temps, il s’agira d’évaluer les

propriétés biologiques de ces xylanes.
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Deuxieme partie : Nouvelles stratégies de délignification et

d’extraction des xylanes de chataignier (Castanea sativa Mill.)
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Les travaux initiés au laboratoire par Mdirdans le domaine de I'extraction et de
'analyse structurale des xylanes de bois ont néone les bois issus de feuillus sont
particulierement riches en hémicelluloses. Lesagtstialcalins issus de sciures de chataignier
et de chéne notamment, sont composés presque igrohent de xylanes homogénes d’une
tres grande pureté. En raison de son importanagoétigue en Région Limousin, nous avons
sélectionné le bois de chataignier comme modele powe étude dont I'objectif principal est
rappelons-le de développer de nouvelles méthodedogie délignification permettant
I'extraction par I'eau des xylanes d'intérét. Laatji¢ des extraits ainsi que les rendements
d’extraction ont été évalués et comparés a ceuxnolst selon des approches plus
conventionnelles (délignification par le chlorite dodium et extraction par la potasse). Les
sciures de chataignier ont subi au préalable utmaion par I'éthanol a chaud puis par de
I'oxalate d'ammonium afin d’éliminer successivemka# sels minéraux, les petites molécules

organiques ainsi que les pectif€s?*®Plusieurs méthodes ont ensuite été prospectées :

- la délignification classique par I'hypochlorite dedium suivie d’'une extraction
alcaline en tant que procédé de référence ;

- des prétraitements physiques préalables par lesaltis ;
- une extraction des xylanes par les micro-ondes ;
- la délignification enzymatique par les laccases ;

- la délignification chimique en présence en présateeomposés tétrapyrroliques
(porphyrine, phtalocyanine) ;

- la délignification photochimique
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Chapitre I.  Delignification en milieu oxydant —
Extraction des hémicelluloses par des méthodes
classiques et non conventionnelles

Classiquement, la délignification utilise une sminttamponnée de chlorite de sodium
dans I'acide acétique & 75°C pendant 3 helires.renouvellement de I'opération permet de
diminuer de facon conséquente le taux de lignin@em@e nous l'avons indiqué
précédemment dans la partie bibliographique, cettdhode de délignification permet
d’oxyder les cycles phénoliques par le chlore atitie hypochloreux, libéréa situ dans le
milieu réactionnel, qui sont des espéces moléadaieaucoup plus réactives que le chlorite
lui-méme. Cette étape de délignification est préequhr une élimination des sucres circulants

et tannins a I'éthanol a chaud et d’'une dépectimisgar de I'oxalate d’ammonium.

l.1. Délignification standard par le chlorite de sodium

Le protocole de Adam3(Figure 49) a été adapté pour les sciures deignéta

[ Sciures de chataignier ]

Elimination des sucres Ethanol a 80%, 80°C, 7h

circulants et des tannins
A

[ Résidyosme ]

S Oxalate d’'ammonium 1%, 80°C, 2h
Dépectinisation

A

[ Reésid Weépectinisé ]

Délignification Chlorite de sodium+acide acétique, 80°C, 1h
x2

A

Holocellulose
(cellulose+hemicellulose+restes de lignine)

Figure 49: Protocole d’extraction de polysaccharigariétaux adapté de Baiféyet Carpita'®

La délignification est réalisée dans une solutierchlorite de sodium a 0,6 g par gramme de
matiére séche initiale tamponnée par de l'aciddique glacial a hauteur de 0,2 mL par
gramme de matiére séche. La solution est porté@°&€ ®endant 1 h et 'opération de
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délignification est réitérée une seconde fois. égidu final obtenu composé essentiellement

de cellulose et d’hémicelluloses est appelé hololosle.

1.2. Extraction alcaline des xylanes

1.2.1. Conditions opératoires

Comme nous I'avons mentionné dans la premiereepdes hémicelluloses en général et
les xylanes en patrticulier, sont extraits facilemarpartir d’holocellulose, par des alcalis. En
effet ceux-ci sont capables de rompre des liaitiyasogene, les liaisons covalentes du type
ester par saponification ainsi que les interactiongques également présentes au sein de la
paroi végétale. Les protocoles classiques d'extnagbrésentés dans la littérature sont dits
séquentiels car ils ont recours a l'utilisationbdses de concentrations variées (KOH 0,43 M,
KOH 4,3 M, NaOH 4,3 M) pour permettre d’obtenir desctions plus homogénes. Les bases
KOH et NaOH sont additionnées d’un agent réducteuNaBH, & 3 mg.mL[* et sont
employées sous atmosphére d'azote afin de prétanirisque de dégradation (notamment

dépolymérisation ou peeling).

Holocellulose

Extraction KOH 4,3M, 24h, t.a, NaE, (3mg.mcC?)

!

Extrait hémicellulosique Résidu cellulosique
Rcell

Figure 50 : Extraction alcaline de xylanes

Les conditions opératoires optimales ont été désirau laboratoire par Moihet
reposent sur I'extraction alcaline par de la p@ag8M sans imprégnation préalable (c'est-a-
dire sans extraction par KOH 0,43 M) pendant 24dngpérature ambiante (Figure 50).

1.2.2. Etude qualitative et quantitative du résidu etal&rdction extraite

Le Tableau 4 présente la composition de I'holod¢edle, du résidu d’extraction et du
filtrat. Avec des teneurs en xylose de plus de Bd%acide 40-méthylglucuronique de pres
de 10%, cette analyse confirme que I'holocelluldsechataignier est naturellement trés riche
en xylanes. Avec pres de 90% de xylane (XyloseG-MeGIcA), I'extrait hémicellulosique

apparait comme tres homogene et représentatif d8X Mu bois de chataignier. Cette

80



derniére remarque souligne la bonne sélectivitd'edgraction alcaline qui est par ailleurs
confirmée par la teneur tres faible en xylose damésidu Re (8% molaire). Dans ce cas, les
MGX sont extraits de facon quantitative puisquelesaine infime partie subsiste dans le
résidu final.

Tableau 4 : Compositions monosaccharidiques détustst du filtrat aprés extraction alcaline

Composition molaire (%) monosaccharidique
4-O-
Rha Fuc Ara Xyl Man Glc Gal GalA GIcA Me | Xylane
GIcA
Holocellulose 2,0 0,1 15 724 2.8 2,8 4,6 4,2 0,6 9,0 81,3
Reei™® o7 01 04 80 101 728 23 30 03 22 10,2
Extrait hémicellulosique 1,2 0,7 0,576,8 1.3 0,8 2,5 3,1 05 126 89,4

(a) Résidu cellulosique

Le rendement d’extraction en hémicelluloses aing ¢ degré de polymérisation
(DP) des molécules sont déterminés par dosageirm@wigques spécifiques des oses neutres
de Duboisi?® des acides uroniques de Blumenkr&itet des oses réducteurs de Le\ér.
Avec un rendement massique d’extraction de 19% etagré de polymérisation (DP) moyen
de 200, cet extrait présente toutes les caradtprest attendues pour un QG-
méthylglucuronoxylane (MGX) de bofsCe résultat est conforme avec les données de la
littérature, il confirme également la bonne séigtdi de cette extraction alcaline que nous
nous proposons d'utiliser comme référence. Cepdantamprotocole qui impose I'utilisation
de fortes concentrations en alcalis ne préservé'gaylation des molécules. C’est pourquoi
nous avons souhaité développer et mettre en ceevneulelles méthodologies préparatives

reposant sur de prétraitement physique, biologmuehimique des sciures de chataignier.

|.3. Prétraitements par les ultrasons

Nous nous intéressons ici a des méthodes non ctonealles d’extraction des

xylanes par les ultrasons.

Rappelons que le prétraitement par ultrasons a lpatude perturber la structure de la
paroi cellulaire (paragraphe 1.2.3.c) afin de fas®r I'imprégnation par le solvant et ainsi
augmenter I'extractabilité des polysaccharideslguiomposent. Le DMSO, en raison d’'une
part, de sa capacité & extraire sélectivement yanas? et, d’autre part, & en préserver

I'acétylation est utilisé comme solvant de réféeenc
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L’énergie ultrasonique haute fréquence a 20 kHzogsenue a partir de I'énergie
électriqgue par un convertisseur. Les vibrations aniégies sont amplifiees par la sonde et
provoqguent a une extrémité la formation de micri@sude vide qui libérent une énergie

considérable lorsqu’elles explosent.
1.3.1. Conditions opératoires

Des essais préliminaires ont été réalisés dandM&8® sur 'holocellulose en faisant
varier les conditions opératoires du traitemenmislins tant en puissance qu’en durée.

Tableau 5 : Essais préliminaires des prétraitemdtrssons
Essais 1 2 3 4 5 6 7 8
Temps |2,5min 2,5min 5min 5min 10min 10 min 20 min 20 min
Puissance| 50 W 150w 100W 200W 50W 200W 100W 150W

Ainsi 4 modalités de durée (2,5, 5, 10 et 20 misjuet 4 modalités de puissance (50,
100, 150 et 200 Watts) ont éteé testés (Tableau 5).

1.3.2. Analyses qualitative et quantitative des extraits

.3.2.a. Analyse quantitative des extraits

Les fractions recueillies présentent des compastentésimales homogenes avec en
moyenne 13% molaire en acides uroniques (Tablealle8)rendements d’extraction compris
entre 1 et 3% ainsi que les DP sont cependanfaigles suggérant que dans notre cas, les
ultrasons employés seuls ne sont pas a méme detperiiextraction des xylanes dans le
DMSO. Les conditions opératoires de référence wetermpour la suite sont 20 minutes pour
150 Watts de puissance de sonication puisqu’ell@sdwisent au meilleur rendement
d’extraction (3%).

Tableau 6 : Résultats des essais de traitemensopamation dans le DMSO

Acides
Essaf | uroniques (%  DP Rendemegt

molaire) massique (%)

1 13,2 21 1.0

2 12,3 30 1,0

3 12,9 18 1.6

4 12,9 14 11

S 13,3 33 1,4

6 10,8 39 13

7 17,8 28 2.4

8 13,0 32 3.0

(a) voir Tableau 5
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Les données de la littérature indiquent que l'effité de I'extraction est dépendante
des agents et des conditions d’extractitdrLes alcalis comme la soude et la potasse sont
dans la plupart des cas utilisés pour I'extractitmemicelluloses. lls permettent a de faibles
concentrations (1-5%) d’abaisser le temps d’exvactde 60 & 5 minutes}® la température
et parfois d’obtenir de meilleurs rendeméhtsqu’avec la méthode classique mais ne
conservent pas I'acétylation native des molécukémides comme c’est le cas avec le DMSO.
De plus, des conditions trop drastiques conduisentla dépolymérisation des

polysaccharide&®

[.3.2.b. Composition saccharidique molaire des extraits

L’'analyse par CPG des extraits est realisée apréolyse et dérivation par silylation
(Tableau 7). Nous nous sommes particulierementdss&s aux pourcentages molaires en
xylose et en acide @-méthylglucuronique, marqueurs des xylanes. Lesltais indiquent
gue le DMSO est un solvant adapté a I'extractios xdganes puisque le xylose et I'acide 4-
O-méthylglucuronique, représentent un peu plus d& &® la composition molaire. La

présence d’autres oses (rhamnose, fucose...) peut@isidérée comme contaminante.

Tableau 7 : Compositions monosaccharidiqgues malaies extraits aprés prétraitements aux ultrasons

4-O-Me
Essalf’ Rha Fuc Ara Xyl Man Glc Gal GalA  GIcA GIcA
1 1,6 0,2 23 795 2,8 3,2 3,5 3,2 0,4 3,3
2 15 0,2 22 817 3,4 3,2 2,9 2,1 0,5 2,2
3 1,6 0,3 23 759 5,0 4,6 3,9 3,0 0,3 3,1
4 1,6 0,2 21 825 2,4 3,0 3,0 2,2 0,7 2,3
5 1,5 0,3 20 79,7 57 3,1 2,6 3,8 0,1 1,2
6 1,4 0,0 2,1 78,3 52 3,7 2,8 2,9 1,3 2,4
7 1,9 0,0 24 77,8 3,2 2,2 3,3 57 0,3 3,1
8 1,9 0,0 2,5 75,2 4,4 2,6 3,7 6,0 0,2 3,4

(a) voir Tableau 5

Par ailleurs, la modification des paramétres aursales différents essais n'a pas
d’influence significative sur la composition monosharidique des extraits recueillis,

globalement homogeénes.
1.4. Extraction par micro-ondes

Le rayonnement micro-ondes est une méthode d'tictivaes réactions chimiques

gue le faible niveau de consommation d'énergie tedsl attractif par rapport au chauffage
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classique (paragraphe 1.2.3.d). C’est pour cettmaque le rayonnement micro-ondes est

souvent cité dans le domaine de la chimie durable.

1.4.1. Conditions opératoires

Dans notre cas, les extractions ont été réalisées dn micro-ondes (Milestone) avec
des consignes de puissance et de temps classiquetiieges au laboratoire : une puissance
de 200W et une durée de 10 minutes. Les extractionseté réalisées aux températures
d’ébullition des solvants (189°C pour le DMSO, 1655our le DMA et 100°C pour 'eau).

1.4.2. Etude qualitative et quantitative des résidus stfoeections

extraites

.4.2.a. Etude quantitative des extraits
Les résultats présentés Tableayortent sur la partie quantitative de I'analyiie.
montrent que les teneurs en acides uroniques stieinment plus élevées dans les extraits eau
(30,5%) et DMA (29,1%) que dans les extraits DMS0% maximum). L’analyse de ces
résultats montre que contrairement au DMA et aulda DMSO est plus spécifique des

xylanes.

Tableau 8 : Suivi quantitatif des teneurs en acigleniques et des rendements massigues d’extraction

Conditions d'extraction Acides uro_niques DP Renc_jement
(% molaire) massique (%)

H.O (pH 5.5) 100°C 30,5 14 0,9
DMA 165°C 29,1 9 1,3
DMSO 189°C 10,6 20 9,2
DMSO 145°C 12,7 24 3,4
DMSO 110°C 20,4 21 1,8
DMSO 80°C 19,9 15 1,1

Tandis que des rendements modestes sont obsemgsldol’'utilisation du DMA
(0,9%) et de I'eau (1,3%) comme solvants, dansatedu DMSO, I'élévation du rendement
va de pair avec celle de la température, atteigpaéd de 10% a 189°C. Les fractions
extraites sont homogenes en taille mais trés nettemférieures a celles observées lors de

I'extraction alcaline (DP de 'ordre de 200).
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[.4.2.b. Etude de la composition saccharidique des extraits

Les compositions monosaccharidiques (Tableau 9uent que les extraits sont
riches en xylanes avec des teneurs d’au minimum, 688&s la sélectivité du DMSO est
néanmoins supérieure par rapport aux deux autteargs que sont I'eau (57%) et le DMA
(66%). On remarque également que I'élévation dergpérature d’extraction pour le DMSO

conduit a une légére baisse de la teneur en xylgungsasse de 71% a 189°C a 77% a 80°C.

Tableau 9 : Compositions monosaccharidiques malaies extraits aprés traitement micro-ondes

" 4-O-
Co,nquns Rha Fuc Ara Xyl Man  Glc Gal GalAU GIcA Me
opératoires GIcA

H,O 100°C 2,7 0,6 40 536 111 5,3 9,0 9,4 09 34
DMA 165°C | 3,7 0,6 55 615 19 2,3 7,9 11,2 04 49
DMSO 189°C| 2,1 0,2 2,1 686 57 8,8 7,4 1,3 04 34
DMSO 145°C| 2,3 0,2 26 698 48 3,7 7,0 4,0 05 51
DMSO 110°C| 1,4 0,6 1,7 731 7,6 5,0 4,0 2,4 04 39
DMSO 80°C| 1,3 0,2 15 770 6,8 5,6 3,5 1,3 04 24

Si 'on compare cette méthode d’extraction parnesro-ondes a celle par les ultrasons
précédemment utilisée, les rendements obtenus emcél@uloses sont tres nettement

supérieurs avec les micro-ondes (9,2% contre 3%haumum pour les ultrasons).

.5. Extraction par les micro-ondes avec prétraitement ax

ultrasons

En couplant les deux méthodes précedemment présemgus espérons ainsi augmenter

le rendement d’extraction en xylanes.
1.5.1. Etude qualitative et quantitative des résidus stfdactions extraits

[.5.1.a. Etude quantitative des extraits

La mise en ceuvre de cette approche d’extractioriggamicro-ondes précédée d'un
traitement aux ultrasons conduit, lorsque le DMSOutilisé comme solvant, a un rendement
massique d’extraction de prés de 8%, légéremeétiéfr a celui obtenu sans prétraitement
ultrasons (9,2%). Le remplacement du DMSO par leADbu l'eau induit une baisse
significative des rendements qui tombent respecterd a 1,3% et 0,9% soulignant un effet

de solvant. Enfin, il est possible de constatereffiet de température qui lorsqu’elle est
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abaissée de 145 a 80°C induit une diminution dedements d’extraction qui passent de 3,8
a 1,2% (Tableau 10).

Tableau 10 : Suivi quantitatif des teneurs en acigeniques et des rendements massiques d’extactio

Conditions d'extraction Acides urqniques DP Renglement
(% molaire) massique (%)

H.O (pH 5,5) 100°C 22,3 30 0,9
DMA 165°C 28,7 9 1,3
DMSO 189°C 11,6 28 7,8
DMSO 145°C 13,3 30 3,8
DMSO 110°C 12,4 46 2,4
DMSO 80°C 17,3 31 1,2

Excepté pour I'extrait DMA qui possede une pluslaivaleur de DP, la taille des
molécules recueillies est homogene avec une vah@yenne de 30. Il s’agit donc de petits
polyméres qui ont été extraits

.5.1.b. Etude de la composition saccharidique des extraits

Comme le montre le Tableau 11, quel que soit leaswl d’extraction utilisé, les
fractions recueillies présentent des compositiormasaccharidiques caractéristiques des
MGX et sont semblables a celles obtenues apréaotixtn par les micro-ondes seuls. En
effet, les extraits DMSO ont toujours une compositimolaire en xylanes de 80% en
moyenne, tandis qu’elle n'est que de 60% pour ksaiks HO et de 65% pour les extraits
DMA. Le traitement au préalable de la solution jearultrasons n’a donc pas d’influence sur

la quantité et la qualité des extraits recueillis.

Tableau 11 : Composition monosaccharidique moltiieextraits aprés traitements ultrasons et minde®

Conditions 4-0-
P Rha Fuc Ara Xyl Man  Glc Gal GalA GIcA Me
opératoires GIcA

H,O 100°C 3,6 0,9 42 56,9 6,7 4,4 9,1 9,1 09 43
DMA 165°C | 4,2 0,3 56 592 15 1,8 9,0 9,5 24 6,6
DMSO 189°C| 1,8 0,2 24 754 3.8 2,5 6,7 1,6 06 51
DMSO 145°C| 2,1 0,3 26 67,7 6,6 4,1 6,4 4,7 06 4,38
DMSO 110°C| 1,4 0,6 22 748 57 4,4 4,1 2,7 03 39
DMSO 80°C| 1,5 0,2 23 799 5,6 4,6 3,5 0,6 10 1,0

L’analyse par RMN'H, présentant des signaux a 2 gprfFigure 51) confirme le
maintien de I'acétylation des xylanes extraits sedette approche. Par ailleurs, I'analyse de

ce spectre en comparant l'intégration des bandessmondant aux protons glucidiques (entre
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3 et 5,5 ppm) et l'intégration des protons de ltgled(a 2 ppm) nous donne un degré de
substitution (DS) en acétyle de l'ordre de 0,35. i€sultat est conforme avec les DS

classiquement présentés (0,4-0,45) dans la litkératour les xylanes de feuillfs >

CHsCO

Protons/glucidiques

.

S

I
4 3 2 1 0

4.505

1.000™~—
0.412_—

8.845
13.142

W H

Figure 51 : Spectre RMRH (D,0) du xylane extrait dans le DMSO aux micro-ond@®s prétraitement aux
ultrasons.

|.6. Bilan sur I'extraction par les micro-ondes et les

ultrasons dans le DMSO

Le DMSO comme solvant d’extraction pour les micraes, en comparaison a I'eau
ou au DMA apparait comme un bon compromis tantlauquantité que sur la qualité des
extraits recueillis. En effet, un rendement dedterde 8-9% et une teneur en xylanes de 80%
sont observés. Si I'on compare cette méthode &ard#ietion alcaline, les rendements sont
modestes mais la composition monosaccharidiqueexiesits est semblable, avec en plus la
conservation de I'acétylation. Malheureusement laiese des DP est constatée, qui passent
de 200 (paragraphe 1.2.2) pour I'extraction al@kn28 dans le cas de I'utilisation du DMSO
a 189°C au micro-ondes (Tableau 11). La mise enrequnéalable d’un traitement physique

par les ultrasons avant I'extraction aux micro-ande semble guére améliorer I'extractabilité
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des MGX tant d’'un point quantitatif que du point dee de la composition glucidique
molaire. Dans ce cas, la teneur en AU (environ pbUr le DMSO a 189°C) et la valeur du
rendement massique (de I'ordre de 9% a 189°C)nesimilaires ou inférieures aux valeurs
recueillies par extraction aux micro-ondes sandrgtément ultrasons. Ce constat est
également vrai pour les autres solvants employaa @& DMA). L'utilisation seule des
ultrasons est le systeme le moins intéressant lfodraction des xylanes, ne conduisant qu’'a
des rendements d’au maximum 3%.

Les résultats pour I'extraction micro-ondes sontoemageants mais il semble que
'obtention des xylanes dans ces conditions saititie par la présence de lignines
persistantes y compris a partir du résidu holotmsique ayant subi une délignification. Nous
avons donc choisi d’orienter nos méthodologies s stratégies de délignification des
sciures selon une approche biochimique reposangrseirdélignification enzymatique par le

systeme laccase/HOBtB..

88



Chapitre Il.

Délignification enzymatique par le systeme
laccase/HOBt/HO-

Comme nous l'avons mentionné dans la premiéreepatt nombreuses études ont montré

que les laccases et lgmroxydases sécrétées par des champignons étaienlesnpde

dégrader la lignine dans le bois. C’est a parts @ienées 80 que des progrés significatifs ont

été réalisés sur la compréhension des mécanismigsutaires de cette biodégradation des

lignines®** Plus récemment, elles ont connu un regain d'ibtéed elles constituent une

alternative écologique aux produits chlorés habéoeent utilisés dans l'industrie papetiére.

Cependant, a notre connaissance, peu d'études sldlignification enzymatique de sciures

sont reportées. Pour cela, nous nous proposonsjoes appuyant sur la littérature se

rapportant aux pates a papier de délignifier pae emzymatique des sciures de chataignier

selon le schéma proposé Figure 53. Les deux pres@apes (élimination des oses circulants

et dépectinisation) sont identiques a celles d&cat chapitre |. La réaction de délignification

se fait selon le principe présenté Figure 52 dansnilieu tamponné d’acétate de sodium

50 mM et sous atmosphere oxygénée en présence ldeckse et du médiateur, le HOBt

(hydroxybenzotriazole) a 2% (m/m). Ce dernier jtaiedle de navettes d’électrons, la laccase

ne pouvant pénétrer les fibres de bois. La méthogi®ldes plans d’expériences a été adoptée

pour optimiser la délignification. Par la suites bgylanes ont été extraits a I'eau.

Polysaccharides

Lignines

Laccase
_—

HOBt
Oz

Polysaccharides

Lignines dégradée

JJ

Figure 52 : Principe de la délignification enzymat
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[ Sciures de chataignier ]

A 4

Elimination des sucres

circulants et des tannins Ethanol a 80%, 80°C, 7h

[ Résidyoxhlet ]

A 4

Dépectination Oxalate d’ammonium 1%, 80°C, 2h

[ Résiddspeciiniss ]

Lignines dégradées ]q‘

A 4

Délignification
enzymatique

Acétate de sodium + laccase +HOBt +0

[ Holocellulose ]

Extraction aqueuse H,0,, 100°C, 1h

A 4

Résidu cellulosique ]

A 4

[ Xylanes

Figure 53 : Protocole d'obtention de xylanes apgnification enzymatique

I11.1.

Plan d’expériences

I1.1.1.Principe du plan en carré gréco-latin

La réalisation d'un plan d'expériences apparaitessaire lorsque l'on souhaite

réaliser une étude qui met en jeu un grand noméréacdteurs qui ne nous permettent pas

d’établir un classement objectif de ces effetsplasm d’expériences a pour but d’apporter des

réponses d'une part sur le réle des facteurs (teatyré, temps de réaction, nombre

d’équivalents de réactif) et d’autre part sur liapsation d’'un ou plusieurs critéres.

L’'un de ces plans assez utilisé est le plan d’eégpées en carré gréco-latin ayant pour

~

but de chercher a quantifier ou hiérarchiser latrdmution de chacun des facteurs de la

réaction sur les grandeurs quantité de phénolssdeis&ndement massique d’extraction aprés
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extraction aqueuse. On aboutit alors a une gri#ledéipouillement qui permet de tracer les

effets moyens des facteurs sur les différentesdgnans mesureées.

11.1.2.Mise au point du domaine expérimental

Pour optimiser la réaction de délignification enajigue, nous avons fait varier la
température (entre 25 et 45°C), le temps de réacéatre 1 h et 4 h) ainsi que la quantité
d’enzyme de 54 40 Uy

Tableau 12 : Définition des facteurs et des mogklit

Facteurs Modalités
1 2 3
Température 25°C 35°C 45°C
Temps 60 min 150 min 240 min

Qtéenenzyme 5UQy 20U.g"8  40Uugh

Nous avons ainsi défini 3 facteurs ayant chacurodatités (Tableau 12). Le domaine
expérimental est défini par I'ensemble des combivs réalisables soit 27 33

combinaisons.

11.1.3.Construction du plan d’expériences

Le nombre total de combinaisons étant trop impoértda construction du carré-latin
qui consiste a faire intervenir chacun des factaarsméme nombre de fois suivant I'ensemble
de ses modalités est un arrangement orthogonak Batne cas, il est facile de construire un
tableau de 83 cases par permutation circulaire répondant aobgtctif (Tableau 13).
L’application d’'un plan en carré-latin pour cetteide nécessite donc la réalisation de 9

expériences.
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Tableau 13 : Plan d’expériences utilisé pour lagdéfication enzymatique des sciures de chataignier

Essai Température  Temps Quantifedsc:ﬁfggse (Ug

1 60 min 5

2 25°C 150 min 20
3 240 min 40
4 60 min 20
5 35°C 150 min 40
6 240 min 5
7 60 min 40
8 45°C 150 min 5
9 240 min 20

Cet arrangement particulier est appelé arrangermaghbgonal. Il consiste a faire
intervenir chacun des facteurs un méme nombre idestavant I'ensemble de ses modalités.
Aucune modalité particuliere n’est privilégiée s leffets moyens des facteurs sont donc
estimés avec la méme incertitude, et cette inadeitest minimale. Il est alors possible de
matérialiser ces différentes combinaisons sur apeesentation graphique simple du domaine

expérimental, comme le montre la Figure 54.

Al A2 A3

Figure 54 : Disposition des essais (symbolisésasfigure par ces poingg ) définis a partir daarré latin dans
le domaine expérimental. Les poiCs  désigremeksais qui n'ont pas été réalisés.

On construit alors un cube dont chacun des axessgond a un des trois facteurs. Il
est donc possible d’obtenir une représentatiorR@asombinaisons réalisables a partir de trois
facteurs a 3 modalités, dans laquelle les comhbnaisepérées en noir représentent les essais

définis par le plan d’expériences. Comme on peutdastater, ces essais sont répartis
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uniformément dans le domaine expérimental contradrg a la méthodologie classique

consistant a faire varier une a une les modaligssfacteurs (Figure 55).

Figure 55 : Disposition des essais (symbolisésasfigure par ces poing ) lorsque I'on ne faitier qu'un
seul facteur a la fois. Les poirCs  désignemelgsais qui n'ont pas été réalisés.

I1.2.  Analyses des résultats

[1.2.1.Tableau de résultats

Les valeurs pour la quantité en phénols et le mn@ede massique apres extraction
aqueuse sont regroupées dans le Tableau 14. Cgedpeamet de connaitre la quantité de
phénols -sans distinction- rélarguée en solutiomdpet la réaction d’oxydation ; c’est donc
une estimation directe de la qualité de I'oxydatioise en ceuvre. Ce dosage propose par
Pereird® repose sur une réaction d'oxydo-réduction du i#eet Folin-Ciocalteu constitué
par un mélange d’'acide phosphotungstique et d'agidesphomolybdique. Ces derniers qui
sont réduits lors de I'oxydation des phénols dohmenmélange d’oxydes bleus de tungsténe
et de molybdéne possedant une absorption maximedeeavirons de 750 nm avec pour

référence une gamme étalon d’acide gallique.
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Tableau 14 : Résultats d’essais de délignificationymatique

Essai Température (°C) Temps (min) IQuantlte en egtlijr%gtclatzn Rendement massique
accase (U/g) . en xylanes (%)
phénols (mg)
1 25 60 5 3,3 0,9
2 25 150 20 3,5 1,0
3 25 240 40 3,6 0,7
4 35 60 20 53 0,8
5 35 150 40 4,7 0,8
6 35 240 5 6,6 0,5
7 45 60 40 4,5 0,8
8 45 150 5 6,3 0,7
9 45 240 20 3,1 0,6

Globalement la quantité en phénols (en moyenne,dleng) ainsi que le rendement

d’extraction en xylanes (0,8%) n’évoluent pas dmfasignificative. L'analyse des grilles de

dépouillement permettant le tracé des effets mogensait nous en dire plus sur les résultats

obtenus.

[1.2.2.Construction d’une grille de dépouillement

Les résultats sont ensuite analysés a l'aide dgrile de dépouillement qui permet

une analyse rapide des résultats et qui est adapxéarrangements orthogonaux comme c’est

le cas dans notre étude. Nous détaillerons ici epeeit I'exemple de la grille de

dépouillement associée aux phénols dosés aprégmifi€iation enzymatique (Tableau 15).

L’autre grille de dépouillement concernant le randat massique d’extraction des xylanes

est obtenue de la méme facon.
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Tableau 15 : Grille de dépouillement pour les ph€dosés

Température () Temps (min) Qté laccase (U /g de sciures)
Essai Qte(r‘:gfee 25 | 35 45 60 150 240 5 20 40

1 3,32 3,32 3,32 3,32

2 3,55 3,55 3,55 3,55

3 3,63 3,63 3,63 3,63

4 5,33 5,33 5,33 5,33

5 4,71 4,71 4,71 4,71

6 6,63 6,63 6,63 6,30

7 4,51 4,51 4,51 4,51

8 6,30 6,30 6,30 6,30

9 3,09 3,09 3,09 3,09
Total [ 41,07 ]1050] 1667 | 13,90 | 13,16 | 1456 | 1335 | 1592 | 11,97 | 12,85
Nombre 9 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Moyenne 4,56 3,50 5,56 4,63 4,39 4,85 4,45 531 3,99 4,28

L’'analyse des données pour toutes les autres répafservées permet de dégager les
facteurs les plus influents et de construire leérdes effets moyens des facteurs. Pour cela, il
faut reporter sur un graphique les valeurs moyeoaksilées sur la derniere ligne de la grille

de dépouillement en regard de chacune des modaétefacteurs (Figure 56 et Figure 57).

6,00
5,50 R

ol I\ \

4,50 7 -

4,00 / \v/
3,50 /

3,00

Masse moyenne des phénols (en mg)

2535‘45‘ 60150240‘ 5‘2040

Température (C) Temps (min) Qté laccase (U/g)
odalités des facteurs

Figure 56 : Tracé des effets moyens sur la quaetitghénols
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Figure 57 : Tracé des effets moyens des facteunslpaendement massique en xylanes

Une analyse rapide des graphiques montre quedesfaicteurs qui gouvernent la réaction
ont, dans le domaine choisi, une influence sigaifi@ sur les réponses surtout sur la masse

moyenne des phénols dosés par la méthode de Foloai@u.

11.2.3.Influence de la durée du procedé

Méme si a ces faibles rendements d’extraction daneg (inférieurs a 1%) et degrés
de dégradation de la lignine, les résultats sotdtivement peu significatifs, il semble
apparaitre qu’un contact prolongé (240 minutes)irlim ces rendements (0.6% pour le
rendement d’extraction). Ce phénoméne est probasierié soit & une inactivation de

I'enzyme, soit & une réaction concomittante appaeait dans ce processus complexe.

I1.2.4.Influence de la température

Au risque d’avancer un lieu commun, rappelons g dnzymes en général, les

laccases en particulier sont extrémement sensdbl@asempérature. Une analyse comparative

66, 68-70

des résultats de la littératdte montre que la laccase, en présence de HOBt comme
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médiateur a un fonctionnement optimal entre 25°€58C. Dans notre systéme, le rendement

d’extraction, tres modeste, est optimisé (0,8%% A2
I1.2.5.Influence de la quantité en enzyme

La quantité d’enzyme utilisée ne semble pas aviifldence significative sur le
rendement d’extraction en xylanes, mais modifieeiment la quantité de phénols dosés apres
délignification. Dans ce dernier cas, quand la ¢jtéad’enzyme passe de 5 (f.a 20 U.g,
la quantité de phénols extraits elle, décroit b4 mg.g.

1I.3. Etude qualitative des résidus et des fractions exdites

11.3.1.Compositions monosaccharidiques des extraits eluggst degré

de polymérisation des xylanes extraits

Les filtrats et les résidus issus de [I'extractioqgueuse apres délignification
enzymatique ont été caractérisés par chromatographi phase gaz aprés hydrolyse et

dérivation (Tableau 16).

Tableau 16 : Compositions monosaccharidiques neslaies extraits et résidus

4-O-Me
Conditions] Rha Fuc Ara Xyl Man Glc Gal GalA GIlcA | GIcA |XYLANE

1 4,0 0,4 11,0 341 9,3 9,6 17,2 9,8 0,9 3,7 37,8
F 2 3,8 0,8 9,5 29,8 10,4 22,0 12,4 5,6 1,0 4,6 34,4
I 3 4,5 0,3 11,3 | 27,8 13,4 16,3 14,7 7,3 11 3,2 31,0
L 4 4,1 0,5 10,8 | 33,8 12,1 11,7 14,8 6.8 0,9 4,7 38,5
T 5 3,5 1,0 9,4 43,1 8,8 7,7 12,0 6,2 0,9 75 50,6
R 6 4,2 0,6 12,2 | 347 13,2 10,5 13,4 5,9 0,6 4,8 39,5
A 7 4,1 0,6 109 | 334 13,6 11,8 12,9 6,6 1,0 51 38,5
T 8 4,8 0,5 11,7 31,2 11,7 10,8 16,3 7,5 1,0 4,7 35,9
S 9 5,0 0,7 13,7 25,0 15,1 11,1 16,3 7,4 0,9 4,9 29,9

1 2,2 0,1 1,9 71,3 2,5 2,3 45,0 4,9 0,5 9,3 80,6
R 2 2,0 0,1 1,9 70,5 2,4 2,8 4,9 4,5 0,4 10,5 81,0
E 3 2,1 0,1 1,8 72,3 2,5 2,1 4,6 4,0 0,5 10,2 82,5
S 4 2,4 0,1 21| 705 25 2,9 5,8 6,0 0,6 7,1 77,6
I 5 2,1 0,1 1.8 68,7 2,7 6,5 4,4 4,7 0,7 8,3 77,0
D 6 2,2 0,2 2,1 74,3 2,3 2,1 54 4,6 0,5 6,3 80,6
u 7 2,3 0,1 2,2 73,8 2,3 2,2 5,8 4,3 0,6 6,4 80,2
S 8 2,3 0,1 20| 711 25 2,6 5,7 4,4 0,8 8,6 79,7

9 4,0 0,3 3,8 63,3 4,6 3,7 0,6 7,6 0,4 11,7 75,0
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Avec en moyenne 35% molaire en xylanes, la composdes filtrats indiquent une
faible sélectivité du protocole d’extraction. Cetterniére remarque est confirmée par la
composition molaire des résidus qui contiennentoenaes quantités significatives de
xylanes (de 75 a 82%). Ceci peut s’expliquer d’pad par le fait que de nombreux xylanes
restent retenus par les lignines toujours présehtesiélignification enzymatique ne semble
pas étre adaptée a des matériaux lignifiés telslepesciures de bois comme nous l'avait

précédemment laissé supposer les faibles rendemextsaction en xylanes. Par ailleurs, le

solvant utilisé, I'eau, est certes non polluanpet agressif, mais il ne semble pas étre le plus

approprié pour extraire sélectivement les xylanastrairement au DMSO ou au KOH qui
permettent I'extraction plus spécifique de ces n&mganes a hauteur de plus de 70%
molaire*® L'extraction par I'eau des xylanes d'intérét apiélignification enzymatique des

sciures de bois ne conduit donc pas a leur extractiantitative et qualitative.

11.3.2.Caractérisation des résidus par spectroscopiea dniga

L’analyse qualitative de la délignification a éffeetuée par spectroscopie infrarouge
par comparaison entre le spectre obtenu avec ilan@nt classique (chlorite de sodium) et
notre systeme (Figure 58).
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Figure 58 : Spectre IR des résidus aprés déligtifin par le systeme laccase/oxygene/HOBT (en ledyi@r le

chlorite de sodium (en bas)
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La délignification par le chlorite de sodium deuses de bois conduit a la disparition
des bandes aromatiques (1590'@nh1505 crit), caractéristiques des cycles phénoliques. Ces

dernieres sont présentes apres traitement avee sydteme, confirmant sa faible efficacite.

II.4.  Bilan sur la délignification enzymatique

Dans une optique de chimie verte, nous nous étions a I'eau comme choix du
solvant a utiliser pour obtenir des xylanes. Unie textraction s’avere d’autant plus difficile
gue les lignines, de par leur complexité structuedlleur interaction étroite avec les xylanes,
en limitent I'extractibilité. Toutefois, méme sisleendements sont faibles (au plus 1%), cette
méthode d’extraction a l'eau constitue une premigpproche qui présente l'intérét de
préserver l'intégrité des structures. Cependargt e semble pas convenir aux sciures de
bois, matrice probablement trop complexe car peligdanes ont été oxydées (au maximum 7
mg de phénols ont été dosés apres délignificatioes. lignines persistant encore dans les
sciures ont ainsi constitué un frein a I'extractigtérieure des xylanes, d'ou les rendements
d’extraction et les degrés de polymérisation fable

D’autres essais d’optimisation ont été réalisés.ctincernaient la granulométrie des
sciures et des temps de réaction plus long. Ledltaés obtenus, similaires a ceux déja
recueillis, n’ont pas justifié qu’ils soient présé&s dans ce paragraphe.

Si I'on s’en réfere a la littérature, de nombreugtudes utilisent ces systemes avec
succés mais sur des modéles simpfifie€® de la lignine comme le catéchol, ou pour le
blanchiment de la pate a papier, ce qui contribuexgliquer les différences de résultats

observées avec nos travaux.

Si la délignification enzymatique des sciures dis In@ permet pas I'extraction sélective
et quantitative des MGX, elle nous a permis d'eagés une nouvelle de stratégie de
délignification chimique du bois a partir de mollssu photosensibles telles les
sulfophtalocyanines et les porphyrines métalléeanae nous allons le voir dans la partie

suivante.
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Chapitre Ill. Deélignification induite thermiquement par
des macromolécules tétrapyrroligues — Analogues de
peroxydases

Devant I'échec relatif de la délignification enzyigae, nous nous sommes pProposes
d'utiliser I'expérience du laboratoire dans le dameade la chimie des macrocycles
tétrapyrroliques. Il est maintenant établi que demiers peuvent induire thermiquement ou
photochimiquement des réactions d’oxydations. Nouss sommes alors demandés dans un
premier temps si des porphyrines ou des phtalonganinétallées par le fer ou le manganese
en présence deeroxyde d’hydrogéne ne pouvaient pas mener a une falhlité, ces
molécules étant connues comme analoguepeiesydases (voir premiere partie). Pour cela,
deux tétrasulfophtalocyanines et deux tétrasuliopgines métallées ont été synthétisées
(Figure 59). Le fer et le manganése sont les degbaumx choisis car selon la littératbfré? "
Ben présence deroxyde d’hydrogéne, ils sont capables d’oxydera®Eaposés phénoliques

comme les lignines et sont utilisés comme composésnt I'activité oxydative d’enzymes.

SO,Na

M = Fe ou Mn SoNa

Figure 59 : Catalyseurs utilisés pour I'oxydation
Lors de I'étape de délignification, le systéeme isdil est une solution aqueuse de
peroxyde d’hydrogene dans laguelle est introduit dennatériel a délignifier ainsi que les

phtalocyanines ou les porphyrines (Figure 60).

MPcS ou MTPPS
Polysaccharides Lignines > | Polysaccharide§ + | Lignines dégradée;

U7

H20,/H0

Figure 60 : Principe du systéeme utilisé
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lII.1.  Synthese des phtalocyanines

Nous avons tout d’abord synthétisé les phtalocyemsulfonées de fer (FePcS) et de
manganese (MnPcS) (Figure 59). Bien que ces podaient commerciaux, dans le cadre de
notre stratégie de synthése sans solvant il n@esrblé intéressant d'utiliser cette méthode
propre. A cet effet, nous avons utilisé le systénmeono sel de [Iacide
sulfophtalique/urée/molybdate d’ammonium/sulfate fdle ou de manganese pendant deux
heures & 200°C (Figure 6% Par rapport aux méthodes classiques en milieu bén&s>, et
dans le cas de FePcS, cette stratégie augmenibleprent le rendement (qui passe de 14 a
76%) tout en diminuant le temps de réaction (2 heaude 6 h).

(NH,){M0,0,,, 4 HO
o NaO,S

NaO,S NH4C| S N\
ot /Nio FeSQ ou MnSO, \ NN
H,N M N
o , A \N /
5.3 éq 32.2¢eq 200°C, 2 h 'y
N
SO,Na

NaO,S M =Fe, Mn

Figure 61 : Synthése de phtalocyanines sans solvant

Les rendements bruts obtenus sont respectivemer®%eet 15% pour la formation
des phtalocyanines de fer et de manganése. LetrespétV-Visible de ces deux composés
sont conformes a ceux présentés dans la littér&ture

I1l.2. Synthese des porphyrines

Les tétraphénylporphyrines sulfonées de fer (FeJRP& manganése (MnTPPS) ont
été synthétisées a partir de la tétraphénylporpkyttb TPP) qui a été sulfonée par du30,
concentré. L'introduction du métal se fait clasgiouent a partir d’'un sel (Figure 62).
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H,S0, 95%

80%C, 20H

Figure 62: Synthéses des porphyrines

La disparition de deux bandes Q sur le spectre $ible de FeTPPS et de MNTPPS
par rapport au spectre de la tétraphénylporphysnkonée (HTPPS), témoigne de la

métallation.

I11.3.  Protocole de dégradation des lignines et d’extraicin

des xylanes

Les lignines sont dégradées par oxydation de lariceavégétale (1% m/V) de
granulométrie 500 um induite par les porphyrinesl@a phtalocyanines (0.056% m/V)
comme catalyseur et le;8, (4%, V/V au début de la réactiocomme oxydant. Le temps de
référence pour la réaction de délignification deares dépectinées est fixé a 100 h contre 24
h pour I'holocellulose. Ce temps est donc plus lpogr les sciures dans la mesure ou elles

n'ont pas subi de délignification préalable pacidorite de sodium (comme c’est le cas de
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I'holocellulose), elles sont plus riches en ligrené’ajout duperoxyde d’hydrogéne est de 1
mL lors de la délignification de I'holocellulose @ 4 mL pour celle des sciures dépectinées.
Les MGX sont ensuite isolés par simple extractiobeau chaude (Figure 63) a partir du
résidu délignifié obtenu précédemment (rapportdsdiiquide : 1/50).L'influence de la
température, du temps, de la granulométrie de t&ereavégétale a oxyder ainsi que la nature
du métal de la porphyrine ou de la phtalocyanimg studiés sur le rendement d’extraction, la

composition et la caractérisation des xylanes #gtra

[ 250 mg sciures ou holocellulose (500 pum) }

MPcS ou MTPPS, (M=Fe ou Mn)
H.O, dans HO,
24h ou 100 h, 20 °C

A 4 \4

Détermination des Lignines oxydées en Résidu R
phénols et dosage solution
iodométriques

H>O, 100°C, 1h

A 4 \ 4

[ Xylanes ] [ Résidu R, }

Composition
monosaccharidique
Détermination des oses
neutres, des acides
uroniques et des oses

réducteurs

Composition
monosaccharidique

Figure 63 : Protocole d’extraction et de caracédias des xylanes de chataignier
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Le principe de la délignification pour les phtalages ou porphyrines est décrit par la Figure

64.

Holocellulose

Sciures
dépectinées

ou

MPcS ou MTPP

»

H>0,, HO

Lignines dégradée

Produits de

U7
+

délignification

Figure 64: Principe de la délignification par légglocyanines et les porphyrines. (M=Fe, Mn)

11.3.1.

Etude quantitative de fractions extraites apres la

délignification

Apres l'étape de délignification, nous procédonia &aractérisation de filtrats ainsi

obtenus par différents dosages colorimétriquesdetmeétriques.

[11.3.1.a.Dosage des phénols

Les résultats concernant la quantité de phénolésdpar le réactif de Folin-Ciocalteu

selon la méthode de Peréffasont présentés dans le Tableau 17.

Tableau 17 : Quantification des phénols dosés pedrxyde consommé apres I'étape de délignification

Catalyseur Substrat Temps T (°C) Qté estimee en % H0O,

phénols (mg) consommé

FePcS Holocellulose 24 h 20°C 15 68,9
FePcS Sciures dépectinées 100 h 20°C 2,0 93,9

MnPcS Holocellulose 24 h 20°C 1,1 77,3
MnPcS Sciures dépectinées 100 h 20°C 2,5 59,7

Fe TPPS Holocellulose 24 h 20°C 2,1 99,9
Fe TPPS Sciures dépectinées 100 h 20°C 2,2 91,2

MnTPPS Holocellulose 24 h 20°C 0,2 99,9
MnTPPS Sciures dépectinées 100 h 20°C 2,9 79,0

Les valeurs obtenues varient de 0,2 a 2,9 mg, tmaapendant une valeur plus élevée

en phénols pour les filtrats issus de sciures dépes comparativement a ceux issus

d’holocelluloses. Ceci est logique dans la mesurdes holocelluloses ont déja subi une

premiere délignification et sont donc moins rickagpolyphénols.

[11.3.1.b.Quantification du pourcentage de peroxyde d’hydrogé

La quantité

expérimentale).

consommé

résiduelle de ,B, est déterminée par iodométrie (voir partie

La réaction de délignification restait la présence deeroxyde
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d’hydrogéne. Dans la plupart des cas, cette consdiomen HO, est supérieure a 80% ; il
est donc légitime de penser que la quantité appodtait adaptée aux conditions
expérimentales. Cependant elle est sans doutealfiteitdans les cas ou la consommation de

peroxyde était estimée a 99,9%.

111.3.2. Etude quantitative et qualitative des résidus tbés

glucidiques

[11.3.2.a.Compositions centésimales

Ces compositions sont déterminées aprés dosagesnuétriques spécifiques des oses
neutre$?®, des acides uroniquéSet des oses réductetfis(voir partie expérimentale) et sont
présentées sur le Tableau 18. Les rendements massitextraction sont treés disparates d’'un
catalyseur a l'autre et varient entre 1,9 et 12,1 sont globalement plus élevés lorsque les
xylanes sont extraits a partir de résidus holotmdiques et lorsque le catalyseur contient du
fer. Notons que pour la FeETPPS, les rendementsidgemiques indépendamment du substrat.
Si ces valeurs sont trés encourageantes au vu It abtenues précédemment avec la
méthode de délignification enzymatique, elles m@stependant en deca des 19% obtenus lors
de I'extraction alcaline. Les teneurs en acidesiguees sont majoritairement regroupées dans
une fourchette de 15 & 17%, ce qui est conformgéel que I'on se fait de l'acidité de la
fraction hémicellulosique de bois de feuillus mégalement similaire a notre extrait alcalin
de référence. Les valeurs plus élevées indiqueutt §tee la co-extraction de protopectines,

hypothése qui pourra étre confirmée par I'analyseesaccharidique des ces extraits.

Tableau 18 : Compositions centésimales des filaptés extraction aqueuse

Rendement massique
Catalyseuf’ Substraf? AU (en%) DP  d'extraction en xylanes
(en %)
FePcS Holocellulose 16,6 6 10,5
FePcS Sciures dépectinées 16,3 3 3,9
MnPcS Holocellulose 16,6 8 4,6
MnPcS Sciures dépectinées 42,4 3 2,6
Fe TPPS Holocellulose 14,9 5 12,0
Fe TPPS Sciures dépectinées 17,4 3 12,1
MnTPPS Holocellulose 22,1 18 51
MnTPPS Sciures dépectinées 19,9 5 1,9

(a) Conditions expérimentales : 250 mg de substratmbide catalyseur dans 25 mL d'une solution
aqueuse dperoxyde d’hydrogéne.
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Les degrés de polymérisation (DP) sont en revamigs faibles (moins de 20 unités
monosaccharidiques) et loin du DP 200 obtenu pesrxlylanes extraits avec la méthode
classique par la potasse. Les molécules recuedbes donc des oligosaccharides. Plusieurs
hypothéses peuvent étre avancées : cette stratiégidélignification n’affecterait qu'une
fraction peu retenue de MGX pariétaux de bas poidééculaires. Elle pourrait affecter
également la structure d’autres constituants giatai cellulaire. Ce serait par exemple le cas
des hémicelluloses qui subiraient une hydrolyséadeison glycosidique et conduirait a la
libération de résidus oligosaccharidiques. Enfie antre hypothése plausible est I'ouverture
des cycles de certains xyloses conduisant a ladiom d’aldéhydes. En effet le systeme
phtalocyaningderoxyde d’hydrogene a également été utilisé par Kahia-Sorokina et
a|"228

comme premiere étape de la fonctionnalisation algspccharides suivant le schéma

réactionnel proposé (Figure 65).

OH OH
@) PcSFe "OO- o
O > 0
HO
OH OH
(@)
Fe -0-O-
(@)
N\ =
HO o o)

Fell

Figure 65 : Proposition de mécanisme pour le chvdg la liaison €C; d'un anhydroglucose par Kachakarova-
Sorokina eal.??

La présence de nouvelles fonctions aldéhydiques fpesser le dosage des oses réducteurs,
qui nous permet d’estimer le degré de polymérisadi® nos polysaccharides, et qui consiste a
doser les fonctions aldéhydiques réductrices. Les®it alors sous-estimé. Nous essaierons
par la suite de valider cette derniére hypothésedpa expériences supplémentaires. De la

méme facon, la création de nouvelles fonctions eacipeut interférer avec le dosage des
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acides uroniques. Cependant, il faut que I'oxydatoit suffisante puisque la fonction alcool

secondaire est en premier oxydée en aldéhyde] aldiéhyde en acide.

[11.3.2.b.Compositions monosaccharidiques

Comme dans les systemes enzymatiques, les fitatésidus issus de I'extraction
aqueuse aprés délignification ont été caractépaéshromatographie en phase gazeuse apres
hydrolyse et dérivation. Les résultats obtenus poésentés dans le Tableau 19. L’extraction
de xylanes a partir de résidus holocellulosiquesesaplélignification oxydative conduit
globalement & une meilleure sélectivité. En etigec des valeurs comprises entre 60 et 85%
de xylose et d’acide @-méthylglucuronique, les teneurs en xylanes soothes de celles
obtenues par extraction alcaline de sciures ddignpar le chlorite de sodium. On constate
également que la délignification réalisée avectaaposés de fer donne de meilleurs résultats
gu’en présence de macrocycles de manganése. Emfinym méme métal, I'utilisation de
catalyseurs porphyriniques semble moins efficaagr fextraction qualitative des xylanes.
Lorsque que les teneurs en xylanes sont faiblest-a-dire essentiellement pour les extraits
issus de sciures (Figure 17), les autres monosadekaprincipalement identifiés dans les
extraits sont le glucose, le galactose et I'acidaguronique. Ce dernier indique que des
protopectines, pectines tres intimement liées pal®i cellulaire et non solubilisées lors de
I'étape de délignification, ont été extraites icgmme ce fut déja le cas pour les fractions

hémicellulosiques recueillies aux micro-ondes daaa et le DMA (paragraphe 1.4.2.b).

Tableau 19 : Compositions monosaccharidiques detidns aprés extraction aqueuse en % molaire

4-O-
Catalyseu?’ Substraf Rha Fuc Ara Xyl Man Glc Gal GalA GIcA Me |Xylane®
GIcA
FePcS Holocellulose 1,2 0,2 09755 4,4 4,3 1,6 2,0 0,4 95 85,0
FePcS Sciures dépectinéed,5 0,5 24 58,7 11,3 12,7 2,2 3.4 0,9 6,5 65,2
MnPcS Holocellulose 1,3 0,3 21619 96 129 15 2,9 0,7 6,8 68,7

MnPcS Sciures dépectinées$,0 0,6 79 219 103 59 159 26,2 26 27 24,6

Fe TPPS Holocellulose 1,6 0,6 0,966,8 6,0 8,7 1,2 2,0 1,4 10,9 77,7
Fe TPPS Sciures dépectingeg,4 0,7 29 501 76 21,7 1,7 3,7 24 6,7 56,8

MnTPPS Holocellulose 39 03 27509 64 47 6,7 133 16 9,6 60,5
MnTPPS  Sciures dépectinge,8 0,7 89 23,0 132 9,0 16,7 158 2,7 44 27,4

(a) Ces conditions concernent I'étape de délignificapoéalable a I'extraction des xylanes.
(b) La colonne correspond a la somme des teneurs eaexgt acide &-méthylglucuronique.

Les compositions monosaccharidigues ont égalemeéntréalisées dans le cas de
résidus et les résultats sont présentés sur leedal20. Les teneurs en xylanes dans les

résidus restent tres élevées (80% en moyenne) eapasaison avec les 10% du résidu
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holocellulosique issu de I'extraction alcaline. €ealerniere remarque est conforme avec les

rendements d’extraction qui sont - dans les me#lales cas — moiti€ moindre que pour

I'extraction alcaline précédée de la délignificateu chlorite.

Tableau 20 : Compositions monosaccharidiques ddugapres extraction aqueuse en % molaire

4-0 -
Catalyseu?’ Substraf’ Rha Fuc Ara Xyl Man Glc Gal GalA GIcA Me |Xylane®
GlcA
FePcS Holocellulose 1.0 0,3 0,677,2 3,3 6,6 1,2 1.8 0,2 79 85,1
Sciures
FePcS dépectinées 1,0 0,4 0,7 78,7 24 4.7 0,8 1,0 1,1 9,3 88,0
MnPcS Holocellulose 1,8 0,3 1,476,121 2,3 2,4 2,9 3,6 0,3 8,4 85,1
Sciures
MnPcS dépectinées 2,7 0,2 16 70,7 3,1 2,8 3,3 6,3 1,1 8,2 78,9
Fe TPPS Holocellulose 1,2 0,5 0,5576 4,4 22,1 0,9 2,1 0,8 10,1 67,7
Sciures
Fe TPPS dépectinées 2,4 0,7 29 50,1 7,6 21,7 1,7 3,7 2,4 6,7 56,8
MnTPPS Holocellulose 2,4 0,3 1,268,5 2,7 3,9 3,3 59 0,8 11,1 79,6
MNTPPS Sciures 1,9 04 07 705 1,9 94 09 31 08 105 | 810

dépectinées

(a) Ces conditions concernent I'étape de délignificapoéalable a I'extraction des xylanes.
(b) La colonne correspond a la somme des teneurs eaexgt acide O&-méthylglucuronique.

Cependant, dans le cas des résidus délignifiésepaoorphyrines de fer, les teneurs en

xylanes, de I'ordre de 70%, sont plus faibles. #etelans ce cas, les rendements d’extraction

en xylanes sont les plus élevés, de l'ordre de 1@%,résultats sont parfaitement transcrits

par 'analyse des compositions monosaccharidiqae€pG.

[11.3.2.c. Acétylation des xylanes extraits

Une analyse RMN'H sur I'extrait de xylane issu d'un résidu holoatkique

délignifié par FePcS a été réalisée afin d’infirnoer de confirmer la présence de groupes

acétyles. La présence du massif a 2,2 ppm spéeifigs groupements acétyles localisés en

C, et/ou G des résidus xylose confirme I'extraction de xykneétylés (Figure 66). Le degré

de substitution (DS) est estimé a 0,34 en suivaanméthode de calcul présentée au paragraphe

[.3.1.c. et est conforme avec ceux classiquememrazés dans la littérature pour les xylanes

de feuillus:

44, 94
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Figure 66 : Spectre RMMH (D,0) du xylane extrait dans I'eau & partir d’un résidlocellulosique délignifié
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par le systeme FePcS/Bh.

111.3.3. Optimisation des parametres

La faisabilité technique de la mise en ceuvre d’approche de délignification de
sciures par les phtalocyanines ou les porphyriyastaété démontrée, nous avons souhaité
optimiser les protocoles utilisés. A cette fin, acavons procédé a de nouveaux essais en

faisant varier la granulométrie, la températurie é¢émps de réaction.
[11.3.3.a.La granulométrie

Il est largement connu que, en milieu hétérogeméaille d’'une particule tant comme
substrat que catalyseur a une influence signifieasiur le déroulement d’une réaction. Une
granulométrie trop petite augmente la surface daach et par conséquent la qualité de
'imprégnation mais la diminution trop importante th taille des particules peut induire la
formation d’agglomérats qui au contraire ralentisda réaction. Dans notre cas, nous avons
délignifié des substrats de granulométrie 500 p06tum. Les résultats sont présentés sur le

Tableau 21.
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Tableau 21 : Résultats qualitatifs et quantitgidar les xylanes extraits sur du matériel de danétrie 200 et

500 um
Ren'demen_t maSSiquIomposition molaire
AU (en %) DP d'extraction des
Catalyseuf’ Substrdf’ xylanes en xylanes (en %)
500 um | 200 um| 500 um 200 um 500 ym 200 pm  500[{umO pgo
FePcS Holocellulo$® 16,6 11,2 6 8 10,5 9,0 85,0 82,4
FePcS  Sciures dépectinéds 16,3 19,6 3 2 3,9 6,2 65,2 73,2
MnPcS 3 Holocellulog® 16,6 43,2 8 14 4,6 4,9 68,7 54,0
MnPcS 3  Sciures dépectinéés 42,4 35,3 3 2,6 2,4 24,6 25,8
Fe TPPS Holocellulo&2 14,9 17,0 5 12,0 14,2 77,7 74,4
Fe TPPS Sciures dépectin(é)es 17,4 20,1 3 12,1 8,9 56,8 53,0
MNnTPPS Holocellulos® 22,1 271 18 24 5,1 4,6 60,5 54,8
MnTPPS  Sciures dépetinéég 19,9 21,3 5 5 1,9 1,9 27,4 24,9

(a) Ces conditions concernent I'étape de délignificapoéalable a I'extraction des xylanes
(b) 24 h de délignification
(c) 100 h de délignification

Globalement, les résultats obtenus avec ces deanulgimétries sont comparables,
tant qualitativement que quantitativement. Seuss rendements d’extraction en xylanes a
partir de sciures (et délignifié avec FePcS) etadipd’holocellulose (et délignifié avec
FeTPPS) ont vu leur taux augmenter par rapportgadaulométrie 500 um passant de 12 a
14,2%. La taille des molécules extraites n'évolas,pga majorité étant des oligosaccharides
dont le DP est inférieur a 10. La granulométriesh@onc pas un facteur déterminant dans le

cadre expérimental que nous nous sommes fixés.

[11.3.3.b.La température

Initialement la température de référence pour tapes de délignification est de 20°C
(température ambiante). Une augmentation de la demtyre est souvent associée a
I'amélioration de l'efficacité et donc des rendeitsed’extraction. Afin de ne pas provoquer
une dégradation des hémiceluloses d’intérét, neaasaoptimisé la température et opéré de
nouveaux essais a 40°C. La réaction de délignifinaixydative a été réalisée sur des résidus
de sciures dépectinées ou d’holocelluloses, avpbtocyanine de fer et dans les conditions
standard définies au paragraphe 111.3. Les résu#taint regroupés dans le Tableau 22.
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Tableau 22 : Résultats qualitatifs et quantitgidar les xylanes extraits sur des sciures etriddtellulose a
20 et 40°C

Rendement massique Comppsition
Substrd®  Température(°Cy| AU (en %)  DP , : molaire en
d'extraction (en %)
xylanes (en %)
Holocellulose 20 16,6 6 10,5 85,0
Holocellulose 40 14,3 6 8,1 84,9
Sciures 20 16,3 3 3,9 65,2
dépectinées
Sciures 40 12,7 3 6,3 71,9
dépectinées

(a) Ces conditions concernent I'étape de délignificapoéalable a I'extraction des xylanes.

Pour les résidus holocellulosiques et les scidi@gyation de la température n’induit pas
de modification sensible. Cependant il est possibleonstater dans le cas des holocelluloses,
une diminution du rendement d’extraction qui padsel0,5% a 8% ; le phénoméne est
inversé dans le cas de sciures. Ces derniérestrgsnlignifiées et la chaleur doit favoriser
dans ce cas le processus de délignification oxyelatit donc ensuite faciliter I'extraction des

hémicelluloses dans I'eau.

[11.3.3.c. Temps de réaction

L’influence du temps a également été étudiée strersysteme avec la FePcS comme
catalyseur sur I'holocellulose et a une températlge20°C. Des durées de délignification
oxydative de 1, 24 et 100 h sont testées (TableéjuPour les résidus holocellulosiques,
I'élévation du temps conduit a de changements négligeables. L'élévation du temps
réactionnel de 1 a 24 h permet une aumentatioriddement d’extraction qui passe de 6,3 a
10,5%. Un allongement supplémentaire du temps da 2@0 h n’induit pas d’évolution en
termes de rendement massique et est méme défava@idernant la qualité des extraits (la
composition molaire en xylanes diminuant). Un terdpsréaction de 24 h semble optimal
pour la délignification de I'holocellulose par lgsseme phtalocyaninef®,. Dans tous les

cas, les molécules extraites sont des oligosaadsries DP étant compris entre 3 et 8.

Tableau 23 : Résultats qualitatifs et quantitgidar les xylanes extraits sur de I'holocellulosiea temps
variables (aprés délignification avec FePcS comatalyseur)

Rendement Composition
Temps (en HY | AU (en %) DP massique molaire en
d'extraction (en %) xylanes (en %)
1 29,6 8 6,3 70,6
24 16,6 6 10,5 85,0
100 12,7 3 10,2 76,6

(a) Cette condition concerne I'étape de délignificajiwéalable a I'extraction des xylanes.
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Dans le cas des sciures, compte tenu de leur iighidn plus élevée, seules les

conditions de temps 24 et 100 h on été testéegélseftats sont présentés Tableau 24.

Tableau 24 : Résultats qualitatifs et quantitaidar les xylanes extraits sur des sciures poutedaps de
délignification oxydative de 24 et 100h avec FePcS

Rendement Composition
Temps (en HY | AU (en %) DP massique molaire en
d'extraction (en %) xylanes (en %)

24 20,6 3 1,9 54,3

100 16,3 3 3,9 65,2

(a) Cette condition concerne I'étape de délignificatiwéalable a I'extraction des xylanes.

Le constat est le méme que précédemment puisgimament du temps permet de
doubler le rendement d’extraction qui passe de d,3,9%. Une durée prolongée de
délignification permet une meilleure dégradation lignines et donc une meilleure extraction
des xylanes auparavant liés a la lignine. Le remigérdemeure toutefois modeste bien que la
sélectivité soit améliorée. De ce fait, il ne seenphs que ce systéme soit adapté a des

matrices telles que les sciures.

111.3.4. Hypothese relative aux mécanismes d’oxydatioet |

répercussion sur la structure des molécules

Précédemment, nous avons émis plusieurs hypotipgsgsexpliquer le faible degré
de polymérisation des molécules extraites. Nounissnpposé que I'apparition de fonctions
aldéhydes causée par le protocole de délignifinatios en ceuvre faussait le dosage des
sucres réducteurs qui tient compte des fonctiodghgdiques réductrices. De ce fait, le
protocole de délignification a été renouvelé deewtnt sur 250 mg de xylanes de deux
types : des xylanes de hétre commerciaux (Sigmdg®kylanes de chataignier extraits selon
le protocole proposé au paragraphe 1.1. L’'oxydaéishréalisée a température ambiante, dans
25 mL d’eau distillée en présence de 14 mg de FePcle 1 mL deeroxyde d’hydrogene
pendant 24 h.

[11.3.4.a.Dosages colorimétriques

Les dosages colorimétriques spécifiqgues des acidemiques’’ et des oses

réducteur¥* nous donnent une premiére information qualitatue les xylanes aprés leur
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oxydation. Si globalement, les teneurs en acidesigues n’ont pas ou peu varié, le degré de
polymérisation estimé par colorimétrie s’est trettement abaissé passant de 200 a 20
(Tableau 25). Ce constat laisserait penser qugdme oxydant utilisé est en mesure de

rompre les liaisons glycosidiques du xylane corahtiginsi a leur dépolymérisation.

Tableau 25 : Données qualitatives des xylanes atayrés oxydation par le systéeme FePgSjH

Types de xylanes Conditions AU (%) DP

Xylanes de hétre Avant oxydation 9,0 160
commercial Apres oxydation 9,0 14
Xylanes de Avant oxydation 12,3 200
chataignier Apres oxydation 9,1 26

Néanmoins, comme le montre la Figure 65, le systéryelant crée des fonctions
aldéhydes qui pourraient interférer lors du dosdege fonctions aldéhydiques réductrices. Le

DP sera alors sous-estimé
[11.3.4.b.Dosages des fonctions acides carboxyliques et ajdéh

Afin d’évaluer l'importance du phénomeéne d’oxydatisur le glucuronoxylane, la
quantité de fonctions aldéhydes et carboxyliquégtadosée sur les polysaccharides avant et
aprés oxydation. Pour le dosage des fonctions gglijoes, le polysaccharide est placé en
milieu Iégérement basique et I'excés de soude esé gar de I'acide chlorhydrique. Pour
celui des fonctions aldéhydes, la méthode utilisglee de Pommerenirfg® Le principe du
dosage est assimilé au dosage de Cannizarro eem@tu la dismutation des fonctions
aldéhydes sous l'action de la soude. La moitié aldéhydes est oxydée en acide et l'autre
moitié réduite en alcool (Figure 67).

2 R o NaOH o)
i = R—" + RcH,OH

H OH

Figure 67 : Réaction de Cannizarro

Le nombre de moles créées pour chaque fonctiooa#silé par les formules données
aux paragraphes I11.2.4 et 111.2.5 et les résultst exprimés en millimoles par gramme de
polysaccharides (Tableau 26). Si la quantité dectfons carboxyliques reste faible, la

quantité de fonctions aldéhydiques créee est iraptat Cela s’explique par le fait qu'une
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fonction carboxylique est obtenue par oxydatiomd’fionction aldéhyde ; ces derniéres sont

les premieres formées et donc les plus nombreuserischez le xylane de chataignier.

Tableau 26 : Résultats des dosages des fonctiaissast aldéhydes

Ncoon Crées en NcHo Crées en
Variétés de xylanes mmol/g de mmol/g de
polysaccharide  polysaccharide

Xylanes de hétre

. 0,7 1,2
commercial

Xylanes de chataignier 0,2 4,3

Les valeurs ainsi obtenues confirment l'apparitaes fonctions carboxyliques et
aldéhydiques et supportent I'hnypothese selon ladgles fonctions aldéhydiques dosées dans

cette étude puissent I'étre également lors deitedion des oses réducteurs.

111.3.4.c. RMN *H et 3C

Afin de confirmer la création de ces fonctions asi@t aldéhydes, une étude RMN a
éte effectuée. En proton ou en carbone les signeancernant ces fonctions sont
suffisamment déblindés pour étre identifiables sembiguité. Dans les spectres RN le
signal le plus déblindé aux alentours de 5,5 ppmespond au proton anomérique de I'acide
4-O-méthylglucuronique (Figure 68), mais aucun neexpond a des fonctions aldéhydes.

) W B

-G )01 SR e Blete e e e

Figure 68 : Spectre RMRH (D,0) du xylane de chataignier avant (& gauche) ésapxydation par le systéme
FePcS/HO,.

L’analyse RMN™C conduit au méme résultat. Chez les xylanes nés5 signaux a

101, 76, 73, 72 et 69 ppm correspondent respecéimerux carbones C-1, C-4, C-3, C-2 et
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C-5 des unités de xylose non substitué. Cependanés spectres des xylanes oxydés aucun
signal a 170 et a 180 ppm, caractéristiques delesdarboxyliques et des aldéhydes n’est
identifié. Ceci peut s’expliquer par la présencendéquilibre entre les formes aldéhydique et

dialcool dans I'eau, ce qui masque la présenceegéonctions aldéhydiques (Figure 69).

0 OH
R + HO - =~ R—GH

H OH

Figure 69 : Réaction d’équilibre d’'un aldéhyde dbewu

[11.3.4.d.Analyses par infrarouge

Pour détecter I'éventuelle présence de fonctiodéhgldiques, une analyse infrarouge
est faite sur les deux xylanes. Le spectre IR nedrdpparition d’'une bande vers 1720-1730
cm® caractéristique de la fonction C=0O d'un aldéhydenfecmant I'oxydation du
polysaccharide par le systeme FeP¢BH1Les aldéhydes ont aussi une barn@@-H) vers
2700-2800 cri.

Xylane de hétre

%T

4000.0 3000 2000 1500 1000 400.0
cm-1

Xylane de chétaignier

%T

4000.0 3000 2000 1500 1000 400.1
cm-1

Figure 70 : Spectre IR des xylanes de hétre ehétaignier avant (spectres noirs) et apres oxyddsipectres
rouges) par le systeme FePcghl
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[11.3.4.e.Profils de masse moléculaire par HPLC

Afin de contréler I'effet du systéme oxydant surpefil de masse moléculaire des
glucuronoxylanes, une analyse par HPLC sur colodf@®slusion stérique a été réalisée. La
superposition des deux profils, en mettant en émed’ apparition d’'un décalage du profil du
xylane oxydé vers des masses moléculaires pluslefaibaisse supposer qu’une

dépolymérisation partielle a eu lieu.

HRIU

150 —

1,00 —

050 —

Ixylane hétre aprés oxydation

xylane hétre T

Figure 71 : Profils de masses de glucuronoxylaedsédre ayant ou non subi un traitement oxydatiiga
systeme FePcS/,

[11.3.4.f. Bilan sur I’effet du systeme oxydant MPc%@H sur les

xylanes

Il semblerait que le systeme oxydant étudié dante qertie soit responsable de la
création de fonctions aldéhydes et, dans une meipdoportion de fonctions acides. La
présence de ces fonctions fausserait I'estimat®ndadtaille des molécules dont les DP ne
seraient pas aussi faibles que ceux annoncés. fomule profil de masse moléculaire indique
gu’'une dépolymérisation se produit également. Alassysteme MPcSA®D, non seulement
oxyderait les lignines comme cela était notre difjenais il altérerait la structure de nos
hémicelluloses d'intérét d’'une part en les oxydatnd’autre part en provoquant la rupture de

liaisons glycosidiques de la chaine principale ylese.

116



I1l.4. Bilan sur le systeme de délignification MPcS ou
MTPPS/H,0,

L’étude du systeme de délignification MPcS ou MTRRS, démontre qu’il est
possible de concurrencer les systemes classiqudéligmification par le chlorite de sodium
et d’extraction alcaline de matériaux trés ligrsfitelles les sciures de bois. Nous avons
obtenu des rendements massiques en xylanes deel’ded 14% aprés délignification avec
notre systéme et extraction aqueuse alors quelpaléignification au chlorite et I'extraction
alcaline il est de 20%. Les résultats préliminaiodgenus avec ces procédés sont moins
performants que le systeme classique au chloritesaBum mais présentent I'avantage
d’utiliser des produits réputés propres. La qualié extraits reste comparable en termes de
compositions monosaccharidiques par rapport a wtraaction alcaline classique, avec une
sélectivité en xylanes aussi élevée. Cependant avoss observé une diminution des DP

ainsi que I'apparition probable de fonctions ald#ds/et acides.
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Chapitre IV. Deélignification induite photochimiquement

en présence de porphyrines ou de phtalocyanines

Poursuivant la recherche de nouveaux systemes lamifiéation, nous nous sommes

alors attachés a utiliser des macrocycles tétrafigues comme photosensibilisateurs. En

effet les porphyrines comme les phtalocyanines $oriément colorés en raison de leur

aromaticité. Ces produits présentent un caracténghdtosensibilateurs si leurs états excités

ont une durée de vie suffisante.

Pour les phtalocyanines utilisées lors de cettdeétnous avons choisi le zinc, le nickel et

I'aluminium car au regard de la littérature, ce tsda bons candidats pour la production

d'oxygéne singule?® ?*° Le Rose de Bengale est lui aussi un photoserssitslir efficace

pour les réactions de photo-oxydation en produisknt’oxygéne singulet avec de forts

rendement&®

Les photosensibilisateurs sont utilisés dans I'eauprésence de substrats a délignifier

sous atmosphere oxygénée et sous irradiation lusénafin de dégrader photochimiquement

les lignines, selon le principe présenté Figure 72.

Holocellulose

ou

Sciures
dépectinées

MPcS, BTPPS ou
Rose de Bengal

0o, hv

Lignines dégradées +

Figure 72: Présentation du systéme de photooxydgid=Al, Ni, Zn)

IV.1. Synthese des photosensibilisateurs

IV.1.1.

Synthése de la tétraphénylporphyrine sulfonée

Produits de
délignificatior

Elle est obtenue selon le schéma de synthése pééSigrure 62. Le rendement apres
purification est de 87%. La masse obtenue en MALDF (m/z = 935,24) et la RMNH

confirme la structure du produit attendu.

IV.1.2.

Synthese de la sulfophtalocyanines d’aluminiummidkel et

de zinc

Elles ont été synthétisées selon la méme méthoddeguphtalocyanines de fer et de

manganése (Figure 61) en utilisant des chlorurdsaltés d’aluminium, de zinc et de nickel et

sont utilisées sans purification supplémentairkesEbnt été caractérisées par UV-Visible, par
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spectrométrie de masse MALDI-TOF et par RMN, et les résultats de ces analyses

confirment les structures attendues.

IV.2. Protocole de dégradation des lignines et d’extraan

des xylanes

Le matériel a délignifier (1% masse/volume) est@lan milieu aqueux en présence
de 0,056% (m/v) de photosensibilisateur. Aprésratitn du milieu en oxygene, celui-ci est
fermé hermétiguement et placé sous irradiation eonge. L'irradiation apportée est de la
lumiére blanche sous forme de deux lampes de 106\&kn de produire I'oxygéne singulet.
Les matériaux a délignifier sont des lots d’holadeke et de sciures de chataignier de 500

HLM. Les xylanes sont ensuite extraits simplemeeflax dans I'eau.

IvV.2.1. Etude qualitative et quantitative des extraits spre

deélignification photochimique

IV.2.1.a.Dosage des phénols

Nous dosons les phénols comme précédemment avemdsf de Folin-Ciocalteu
(Tableau 27). Avec les phtalocyanines d’aluminiungde zinc comme photosensibilisateurs,
on constate que la quantité de phénols dosésaguéls dans le milieu sont identiques quel

que soit le substrat qui subit la délignificati@7( mg pour AIPcS et 1,1 mg pour ZnPcS).

Tableau 27 : Quantités estimées en phénols pagédssgpres délignification photochimique

Photosensibilisateur Substrat Quantité en phéeolsnQ)
H2TPPS Hof)zi:ﬁﬁﬁ)se ig
AlPeS Hoi)s;lﬁlise 8;
NiPcS Hoi)s;lﬁlise gg
ZnPes Hoi)(él;lﬁlise i;
Rose de Bengale |, 0C i ve
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Dans le cas de la porphyrine de fer, la phtalocyaudie nickel et le Rose de Bengale,
les quantités de phénols libérés sont nettemerdrisuypes (au moins le double) lors de la
délignification des sciures que de [I'holocellulosee qui semble logique puisque

I'holocellulose a déja été délignifiée et qu’ellentient donc moins de polyphénols
IV.2.1.b.Réaction secondaire de photoblanchiment

Au cours de la réaction, un photoblanchiment destqsensiblisateurs est observé de
facon plus ou moins prononcée selon le type deoskosibilisateurs. La turbidité des
solutions aprés photooxydation ne nous permettatdiobtenir, méme aprés centrifugation,
les spectres UV-visible de I'absorbance. Nous awdmsc choisi d’évaluer visuellement ce

phénomene (Figure 73).

Figure 73 : Filtrats correspondant aux délignifiwas photochimiques. Phofo. H,TPPS. Phot@ : AlPcS.
Photo3 : ZnPcS. Photd : NiPcS. Phot® : Rose de Bengale.
(a) Solutions apres délignification de I'holocellulogle) Solutions avant photooxydation. (c) Solution
aprés délignification de sciures dépectinées.

La couleur initiale de FTPPS (Photo 1) solubilisée dans I'eau est violgite.bout de

huit jours de réaction, les couleurs des solutiemst vertes. Les porphyrines peuvent étre
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utiisées comme indicateurs colorés car en milieiden elles deviennent vertes et sont
violettes au pH de 'eau. Le pH des solutions esb@5 pour la solution porphyrinique avant
la délignification ; il n’est plus que de 3,35 pdes deux autres solutions, ce qui explique le
changement de coloration. L'abaissement du pH awscde la réaction est sans doute causé
par le relargage dans le milieu de polyphénols eusttuctures similaires lors de la
délignification. La solution ayant contenu I'holdicéose a subi un photoblanchiment tandis
que la solution de sciures semble avoir une cowessi intense que la solution initiale de
H,TPPS.

Pour les délignifications photochimiques avec ARPhoto 2) et ZnPcS (Photo 3), un
photoblanchiment est observé, ce dernier étant phasioncé pour le filtrat contenant
I'holocellulose. Klusof™ note que la décomposition des phtalocyanines miimium et de
zinc est insignifiante mais la réaction n’a lietecgur 200 minutes contre 100 h dans le cas de
notre étude, ce qui explique la différence de phiatailité.

Pour la phtalocyanine de nickel (NiPcS), il y alement un |éger photoblanchiment qui
nous permet de dire que NiPcS est trés résistémiphotooxydation comme cela a déja été
précédemment observé par d’Alessarfdtdl affirme aussi que cette stabilité est thermique
puisque des essais montrent qu’'au bout de 24 K@, s de changements sont perceptibles

aprés analyses UV.

Pour le Rose de Bengale, le photoblanchiment p&ést marqué car les filtrats aprées
délignification sont quasi transparents mais iv8ta que la coloration a plutét imprégné les
résidus holocellulosiques et les sciures. En dffies,du rincage, une importante et persistante
coloration rose est apparue dans les eaux, caigsel supposer que le Rose de Bengale n‘est
pas aussi instable et sensible a la lumiére que sigggére la photo.

IV.2.1.c.Interprétation

Tous nos photosensibilisateurs produisent de I'érggsingulet '0,) a partir de
I'oxygene moléculaire comme cela a été vérifié Ipaest a I'acétate d’ergostérol. Ce dernier
est utilisé comme accepteur d’oxygene singulet dinformer I'endperoxyde d’acétate
d’ergostérol. L'analyse des produits formés met @ndence, aprés quinze minutes
d’irradiation, la présence de I'engeroxyde et donc la formation d’oxygéne singulet pour
tous les macrocycles testés. C’est cet oxygéneulgihgui provoque la dégradation de la
lignine ainsi que les réactions secondaires de optexichimenf® Il semblerait que les
photosensibilisateurs ne subissent pas tous avatitae intensité ce phénomene. Ainsi la
H,TPPS, la NiPcS et le Rose de Bengale semblentdegédsistants a leur dégradation et sont
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ceux qui dans le cas des matériaux bruts tellescieses dégradent le plus la lignine si I'on se
réfere au dosage des phénols. Un tel constat egbrome avec I'idée selon laquelle un
photosensiblisateur qui se dégrade facilement prodoins d’oxygéne singulet et présentera

en conséquence des capacités plus faibles a obeytignine.

IV.2.2. Etude qualitative et quantitative des xylanes éstra

L’étude des compositions centésimales et monosadainzes des fractions extraites
dans I'eau apres délignification vont nous perreetfapprécier la qualité de la dégradation
photochimique des lignines.

IV.2.2.a.Composition centésimale

Concernant la HPPS, les rendements d’extraction (Tableau 28) yangs sont
similaires et de l'ordre de 4% quels que soientselsstrats de la délignification. Pour les
autres photosensibilisateurs, ils sont globaleraenmoins trois fois plus élevés lorsqu’elle a
lieu sur de I'holocellulose que sur des sciuresdépées.

Tableau 28 : Compositions centésimales des frectipnés extraction aqueuse

. Rendement
Substrat ayant subi |a massique
Photosensibilisateur délignification | AU (en %) DP q 9
hotochimique extraction en
P xylanes (en %)
Holocellulose 39,2 5 3,8
H.TPPS . . . ’ ’
2 Sciures dépectinées 24,6 19 4,2
AIPCS Holocel’lulosg ' 24,0 26 6,9
Sciures dépectinées 22,0 12 2,1
Holocellulose 17,1 37 5,2
ZnPcS . . o
Sciures dépectinées 20,1 10 1,6
NiPCS Holocel’lulosg ' 17,6 9 4,3
Sciures dépectinées 16,4 12 11
Rose de Benaale Holocellulose 14,4 15 53
g Sciures dépectinéeps 36,9 10 1,6

L'étape de délignification mise en place ici ne btarpas suffisante pour les sciures
dépectinées et ne permet pas dextraire quangi@ént les Xxylanes pariétaux.
Qualitativement, les xylanes extraits sont desoskgcharides de DP variables, avec une

moyenne de 15 unités par xylane.
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IV.2.2.b.Composition monosaccharidique

Les résultats des compositions monosaccharidigeeextraits sont présentés Tableau

29. Les extraits issus d’holocelluloses sont tréises en xylanes avec des teneurs comprises

entre 74 et 81%, valeurs sensiblement identiquesllas que I'on obtient également apres

extraction alcaline de résidus délignifiés par dodte de sodium. Avec de 40 a 53% de

xylanes, I'extraction aqueuse sur des sciures doadune moins bonne sélectivité. Une telle

différence de comportement ne peut pas étre exgdigmiquement par I'effet du solvant qui,

est I'eau dans les deux cas.

Tableau 29 : Compositions monosaccharidiques deaisxaprés extraction aqueuse

Substrat de la 4-0O-
Catalyseur délignification Rha Fuc Ara Xyl Man Glc Gal GalA GIcA Me |Xylane

avant extraction GlcA
H.TPPS Holocellulose 30 02 15673 45 23 39 5,7 0,7 10,8 78,1
2 Sciures dépectinées55 09 129 356 94 6,8 10,0 13,2 16 4,0 39,6
AlPCS Holocellulose 24 02 16760 46 19 4,0 3,7 0,4 53 81,3
Sciures dépectinées3,2 0,3 6,5 48,0 124 99 7.3 7,0 1,0 45 52,5
ZnPeS Holocellulose 23 01 15700 6,3 34 29 4.8 0,8 7,8 77,8
Sciures dépectinées2,8 0,4 57 49,0 144 119 57 5,4 0,8 40 53,0
NiPCS Holocellulose 24 00 16659 88 35 30 5,8 0,6 84 74,3
Sciures dépectinées3,3 04 7,9 44,7 175 104 5,6 6,5 0,7 3,1 47,8
Holocellulose 24 02 17710 54 24 3,0 3,6 0,6 9,7 80,7

Rose de Bengale _ . . o

Sciures dépectinégs3,0 04 6,8 445 143 7,2 7,1 11,7 0,8 4,3 48,8

Les résidus apres délignification et extraction gganes ont également subi une

analyse chromatographique (Tableau 30).
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Tableau 30 : Compositions monosaccharidiques digugapres extraction aqueuse des xylanes

Substrat de la 4-0O -
Catalyseur délignification Rha Fuc Ara Xyl Man Glc Gal GalA GIcA Me |Xylane
avant extraction GlcA

Holocellulose 20 04 05720 36 55 27 3,0 04 97 81,7
Sciures dépectinées2,8 0,2 1,3 68,1 25 32 44 7,3 1,4 8,9 77,0

Holocellulose 1,7 02 05723 36 75 21 2,2 0.4 96 81,9
Sciures dépectinées2,7 0,1 1,7 705 30 28 35 6,3 1,0 8,4 78,9

Holocellulose 21 02 07703 33 72 29 3,1 05 97 80,0
Sciures dépectinées2,7 0,2 16 689 26 34 4.2 6,3 1,0 93 78,2

Holocellulose 22 02 06704 28 6,8 31 3,2 0,5 10,4| 80,8
Sciures dépectinées2,5 03 14 688 28 2,7 31 6,5 1,4 10,7 79,5

Rose de Bengale

Holocellulose 25 04 0,7702 36 59 31 3,7 04 95 79,7
Sciures dépectinées2,8 03 1,2 683 34 30 39 6,2 0,8 10,2 | 78,55

Avec des teneurs d’environ 80% en xylanes, lesduésiobtenus présentent des
quantités résiduelles en xylanes importantes ceequiexpliqué par les faibles valeurs de

rendements d’extraction enregistrées.

IV.2.3. Bilan de la délignification photochimique

La délignification photochimique est une méthode d€lignification originale, non
polluante puisqu’elle se réalise en conditions agaes et ne nécessite, en dehors des
photosensibilisateurs, que de la lumiere. Néanmdassrésultats obtenus tant qualitatifs que
guantitatifs (rendement optimal a 6%) sont modestes seulement par comparaison avec la
méthode alcaline de référence mais aussi avec $¢ermg oxydant phtalocyanine ou
porphyrine/HO,. Ce constat est d’autant plus vrai lorsque lesiresi dépectinées sont
utilisées comme substrat. Cela nous permet deqdieeles especes radicalaires comme HO
sont plus oxydantes que I'oxygene singulet libéré@urs de la photooxydation. D’autre part,
tout comme la méthode enzymatique, ce processisemeéle pas particulierement adapté a
des matériaux aussi lignifiés que les sciures @ bo

IV.3. Bilan général

Dans le cadre de ce travail, plusieurs solvantstdietion des xylanes et trois méthodes
de délignification ont été sélectionnés et compaés procédés classiquement utilisés.
S’agissant d’extraire des hémicelluloses, le tragéwt alcalin par la potasse reste

incontestablement le plus efficace tant sous l'argglantitatif -les rendements d’extraction
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atteignent généralement plus de 20% de la maspee qualitatif -cet agent d’extraction
présente une bonne sélectivité pour les xylanes rgprésentent plus de 90% de la
composition molaire des extraits bruts recueillin tel résultat est & associer aux propriétés
chimiques des solutions alcalines qui sont en neesotamment de rompre les liaisons de
type ester, qui stabilisent la relation entre l&snitelluloses et les lignines. Avec des
rendements d’extraction d’environ 10% massiquenethhonne sélectivité, le DMSO apparait
lui aussi tres spécifique des xylanes. En revandlegau ne permet pas d’extraire
quantitativement les xylanes trop ancrés a l'ietdride la paroi cellulaire. La variabilité du
mode de chauffage elassique ou micro-ondes tout comme la mise en ceuvre de

prétraitements par les ultrasons ne conduit a auaorélioration significative.

Il convenait alors de recourir a une délignificatipréalable des sciures pour parvenir a
extraire les xylanes dans l'eau. C’est la raisomrplaquelle nous avons testé d'autres
méthodes de délignification que celle considérée comme classique qui recourt a
I'utilisation du chlorite de sodium. Si le procéeiézymatique qui n’a produit que des résultats
modestes s’est avéré décevant, la méthode photmghemoriginale dans son approche, a
conduit & I'obtention de quelques résultats enaeaats. Il conviendra dans une démarche
ultérieure de compléter cette approche par dessedsmptimisation qui devront intégrer le
suivi de I'évolution de la structure des glucuroylaxes extraits. Pour conclure, la
délignification thermique par des macrocycles de de de manganése en présence de
peroxyde d’hydrogene semble la plus aboutie des métha@dternatives prospectées dans
cette étude. Intéressante sous I'angle quantgatdgualitatif -les xylanes sont extraits avec
des rendements de l'ordre de 12%une sélectivité de 80% molairecette stratégie, ainsi
gu'en témoigne nos résultats, conduit néanmoinsn@ évolution de la structure des
glucuronoxylanes extraits ce qui s'oppose aux prése généralement retenus par
I'expérimentateur désireux d’extraire quantitativernles molécules d’intérét sous leur forme
native. Un tel phénoméne, a savoir l'apparition fdactions aldéhydiques réputées tres
réactives peut conduire a la fonctionnalisation ebdsaits polysaccharidiques et doit pouvoir
permettre aux glycochimistes de développer de rmsvestratégies de valorisation des

glucides en utilisant 'eau comme unique solvant.
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Troisieme partie : Quelques propriétés oncologiques de

xylanes de chataignier (Castanea sativa)
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L'importance de certaines classes de polysaabdsrest actuellement ré-évaluée et,
comme nous l'avons précisé dans l'introduction ibimaphique, de nombreuses applications
sont aujourd’hui proposées — y compris a I'échilthustrielle — pour les polysaccharides de
la famille des xylanes. Aprés avoir développé m@uss stratégies d’obtention
d’hémicelluloses avec délignification préalable,usonous proposons de présenter les
propriétés oncologiques de xylanes extraits deagdpdier. A cette fin, nous avons isolé deux
fractions hémicellulosiques de sciures de feuilldss propriétés sont comparées avec celles
d’hémiceluloses d’argan dont une fraction est dépoa d’'acides uroniques. Une telle
stratégie doit nous permettre d’appréhender ledétefonctions carboxyle du point de vue de
I'activité anticancéreuse. Ces fonctions sont sotuwerrélées a des propriétés biologiques
bien que cette caractéristique ne soit pas un métant absolu?*? Une étude préliminaire
consacrée aux propriétés biologiques de glucurdaorg de chataignier en oncologie
cellulaire et moléculaifé® a été initiée au Laboratoire en collaboration alee®rofesseur
Kraemer (Laboratoire d’Oncologie Moléculaire et [Gkgire de I'Université de Paris XIlII) ;
ils ont effectivement montré des activités cytotppds remarquables vis a vis de cellules
cancéreuses. Nous nous sommes attachés a prétiseretation structure - activité avec pour
objectif de comprendre le déterminisme moléculaile la variabilité des propriétés
biologiques des xylanes sur les cellules cancésedd81 issues d’'un épiderme vulvaire.
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Chapitre I.  Extraction, purification et caractérisation
chimique de xylanes de bois de chataignier et de
péricarpe d’'argan

l.1. Extraction alcaline des xylanes de chataignier et

d’argan

1.1.1. Extraction de xylanes de chataignier

Le protocole expérimental utilisé (Figure 74) pbextraction séquentielle et sélective
des polysaccharides pariétaux des sciures de bbteki proposé dans notre laboratoire par
Moin€e’et a déja été présenté au paragraphe I.1. Pouotecple II, un prétraitement a la
potasse diluée a été ajouté a I'extraction classayla potasse a 4,3 M. Celui-ci, en induisant
le gonflement de la paroi cellulaire, peut favaridextractabilité des polysaccharides
présents dans cette paroi.

131



Sciures (500um) issues Gastanea sativéR.)

85% EtOH a 80 °C pendant 7 h (x 2)

RlC E1C

1% oxalate d'ammonium pH 5 a 85 °C pendant 2 h

R.C E.C

NaClQ, — acide acétique a 80 °C pendant 1h (x 2)

RsC EC

Protocole || «——» Protocole |

Imprégnation KOH 0,43M a 25 °C Extraction KOH 4,3M avec NaBH
pendant 1 h 25 °C pendant 24 h

E4C R4aC R5C M G X C]_

Extraction KOH 4,3M avec NaBH
25 °C pendant 24 h

MGX C, R4C

Figure 74: Protocole d’extraction des xylanes de chéataignie&\C, et MGX G,

|.1.2. Extraction de xylanes d’'argan

Pour I'extraction des xylanes d’argan, le protocolfisé (Figure 75) est adapté de
Habibi et coll.** et les premiéres étapes (extraction au Soxhlétaction des pectines et

délignification) sont identiques au 1ll.1.1.a.

132



Péricarpe issu d&rgania spinosgR;y)

85% EtOH a 80 °C pendant 7 h

RlA E]_A

Extraction HO a 100 °C pendant 2 h

RA EA

NaClG; — acide acétique a 80 °C pendant 1 h (x 2)

R:A E:A

Extraction KOH 4,3M avec NaBHa 25 °C pendant 24 h

R/A E/A

Centrifugation

Fraction insoluble dans I'eau

Fraction soluble dans I'eau

EtOH (4V)

HX MGX A

Figure 75: Protocole d’extraction des xylanes d’argan MGX Adet

|.2. Caractérisations chimiques

1.2.1. Composition centésimale

Les rendements massiques d’extraction ont étérdétés par dosages des oses totaux
en spectroscopie UV-Visible. Les valeurs obtenumsr pes deux extraits de chataignier et
pour les deux extraits d’argan ont été regroupées t& Tableau 31.
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Les xylanes ont été isolés selon les procédurese®€igure 74 et Figure 75 avec des
rendements massiques allant de 12% (MGXaCl9% (MGX Get MGX A).

Tableau 31 : Rendements massiques d’extractiolylenes

Rendements d'extraction

Xylanes (% m/m)
MGX C; 19,2
MGX C, 12,3
MGX A 19,2
HX 18,1

1.2.2. Analyse Chromatographique en Phase Gazeuse

L’analyse de la composition monosaccharidique desaiés bruts de sciures et des

résidus d’extraction a été réalisée par chromapdgea en phase gazeuse des dérivés

méthylglycosides triméthylsilylés. Les résultatégantés dans le Tableau 32 et le Tableau 33

sont les compositions monosaccharidiques respectine des extraits et résidus issus du

chataignier et du péricarpe d’argan. Le suivi dedaposition des résidus ne montre pas

d’évolution notable de la quantité en xylose loes drois premiéres étapes (extractions des

tannins et sucres circulants, pectines, et erdimnies). Le résidu final obtenu aprés extraction

alcaline révéle un trés fort appauvrissement easeylpreuve gu'’ils ont été extraits puisque le

pourcentage passe de plus de 90% a moins de 30%.

Tableau 32 Compositions monosaccharidiques des différentaigxtet résidus pour le chataignier

Composition monosaccharidique molaire (%)
Rha Fuc Ara Xyl Man Glc Gal GalA GlcA 48;:'\,28
RG, 2,7 0,0 1,7 69,0 4,0 4,0 4,2 6,3 0,9 7,2
R.C 3,3 0,0 1,8 65,8 3,5 4,3 6,8 8,1 1,2 5,2
RsC 2,3 0,0 1,2 66,6 3,6 4,0 3,8 5,3 1,2 12,1
R4C 1,8 0,0 0,7 58,2 8,2 14,4 3,4 1,2 0,8 11,4
RaC 0,9 0,0 0,6 7.6 12,5 71,2 3,6 1,5 1,0 1,2
RsC 1,6 0,0 0,8 9,7 11,7 65,8 4,2 4,1 0,7 1,4
MGX C; 1,8 0,0 0,8 76,3 0,9 1,0 2,0 2,1 0,6 14,6
MGX C, 1,8 0,0 0,7 81,8 0,7 0,8 0,7 2,3 1,4 9,9

La fraction insoluble issue du péricarpe d’argahableau 33) avec prés de 99%

molaire de Xxylose présente la composition typiguen dhomoxylane (HX). Avec des

pourcentages molaires en xylose et e@®-MeGIcA allant de 76 a 86% et 13 a 14,6%
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respectivement, les extraits KOH de péricarpe dar@MGX A) et de sciures de chataignier
(MGX C; et G) sont caractéristiques de polysaccharides dedypanéthylglucuronoxylane.

Tableau 33 : Compositions monosaccharidiques diEseatits extraits et résidus pour I'argan

Composition monosaccharidique molaire (%)
Rha Fuc Ara Xyl Man Glc Gal GalA GlcA 4-0-Me

GlcA

Rob 1,4 0,1 1,1 90,3 0,1 2,8 1,0 1,1 0,2 1,8
RiA 1,5 0,0 1,0 94,0 1,0 0,8 0,7 1,0 0,0 0,0
R3A 1,3 0,0 0,6 92,0 0,1 1.3 0,8 1,0 0,2 2,8
R,A 0,0 0,0 0,0 27,9 0,0 72,1 0,0 0,0 0,0 0,0
HX 0,7 0,0 0,0 98,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7
MGX A 0,9 0,0 0,0 85,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 13,3

On peut également noter que contrairement aux iextrde chataignier,

la

contamination par les autres monosaccharides (rbseprglucose...) est quasi inexistante

pour ceux d'argan.

[.2.3. Distribution en masse

Une autre caractéristique des xylanes est leue taihsi que la distribution en masse.

Le degré de polymérisation, obtenu en faisant ppaoe entre les quantités de oses totaux et

d’extrémités réductrices estimées a partir de dmsagolorimétriques spécifiques et

correspond au nombre d’'unités monosaccharidiquesanstituent le polymeére. Les DP des

MGX de chéataignier est inférieurs a ceux d'argaigfe 76). Les valeurs obtenues pour le

DP, égales au moins a 180, sont la caractérisigpelymeres.

400 -
350

Chata|gn|er C1

Chata|gn|er Cc2

MGX Argan

HX Argan

300
250
200 ~
150 +
100 -
50
04

Figure 76 : Degrés de polymérisation des différeglanes extraits
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La polydispersité massique des extraits a par iee 1€ étudié par HPLC sur colonnes

d’exclusion stériqgue. Les pics d'élution obtenuglativement étroits, indiquent une
composition homogéne pour chaque extrait (Figuje 77

2
\
/) MGX C1 1 mg/mL
15 / \ MGX C2 1 mg/mL
/‘ ‘\\ MGX A 1 mg/mL
1 // \ HX 5 mg/mL

a
4
o 5 1w 1 20
Time (min)
Figure 77 : Superposition des profils d’élutionarhis par analyse HPLC des MGXs et du HX: Wblume
mort.

1.2.4. Etude de la distribution des acides uroniques

Ebringerovéa etl.,’®® ont suggéré que la variété structurale des xylpees affecter

leurs propriétés biologiques. Une telle variabisitéucturale peut trouver son origine dans le
degré de polymérisation, la composition monosadditare (et spécialement le rapport
xylose/40O-MeGIcA) mais également la distribution régulierer @aléatoire des acides
uroniques le long de la chaine de xylose. Cettai€ler considération refléte la structure
macromoléculaire des chaines qui peut affecter imldsractions intramoléculaires des
molécules de xylanes en solution, en créant notarhaes réseaux ou des interactions avec
des biopolyméres & la surface des cellules desHgmypes T par exempf&> Ceci nous a
donc mené a étudier la distribution des unités MéGlans les MGX ¢ MGX C, et MGX A

par analyses de spectrométrie de masse MALDI dprgsdégradation par autohydrolyse.
L’autohydrolyse des polysaccharides, c'est-a-ditg hydrolyse par leurs propres fonctions
acides, est une méthode douce, sélective et faagiettre en ceuvre. Par simple chauffage a

I'étuve et sous l'effet de I'acidité apportée pas lfonctions carboxyliques protonées aprés
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passage sur une résine, le polymere est hydrdlgsérendements d’autohydrolyse dépendent
de la concentration en acides alors que les méunasishimiques dépendent de la distribution
de ces acides et leur habilité a interagir avedi#&sons glycosidiques. Les fragments ainsi
obtenus sont représentatifs de la structure dunpeiy de départ. Appliqués aux xylanes
d’argan et de chataignier, I'autohydrolyse conduieéur dégradation en des oligosaccharides
formés par de I'acide @-méthylglucuronique (GA) et des résidus xylose @&t les masses
moléculaires sont observées en spectrométrie desemb#ALDI et notées X X, GA, ou
XnGAz (n =1 a 14) (Figure 78). Dans cette figure, lexsses sont représentées sous formes
de batonnets ou la hauteur des différentes espExesspond a I'abondance relative de la
masse de chaque ion. Les profils de masses desrgheexylooligosaccharides obtenus a
partir de MGX G et MGX A sont presque similaires : une distributgaussienne, centrée sur
les DP 5 a 7 est observée. Deux séries majeurdigabaccharides sont observées dans les
deux cas, correspondant aux formes non-substitdge €t mono-substituée EA). La
présence de nombreuses masses correspondant asusbstitution (XGA,) révéle une
distribution irréguliére des acides uroniques, deéjggérée par Jacobaf>®. Dans le cas du
xylane de chataignier MGXCles oligosaccharides les plus significatifs guos petits avec
X1, X2, X3 XGA et X;GA les especes les plus abondantes. La série distugte (XGA), peu
présente, suggere dans ce cas une distributiorr¢dudiere des acides uroniques le long de la

chaine de xylose.
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Figure 78: Distribution des acides uroniques des xylaneshd¢aignier et d’argan aprés autohydrolys
analyse par spectrométrie de masse MALDI.

Nous nous sommes par la suite intérs a la différence de structure déduite par
analyses MALDI des MGXC; et MGX C, obtenus aprés autohydrolyse de sciures
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chataignier, respectivement non-imprégnée et impgrég. De telles différences peuvent étre
expliquées par les méthodes d’extraction utilis€ssnme le suggérent Dahlmanadt®®* les
molécules de xylanes sont distribuées des coudweplus internes aux plus externes des
pates a papier de feuillus et dont les caractquet structurales (masse molaire, teneur en
acides uroniques) different selon leur localisatioais aussi selon le processus d‘extraction
utilisé (cuisson, blanchiment, délignification). partir de nos résultats, il peut étre supposeé
que I'étape d'imprégnation favorise I'extractionude seconde classe de MGXavec une
distribution irréguliére des unités de 4-O-MeGleAntimement associés a la paroi cellulaire
végétale au travers de liaisons ester avec desasgaphénoliques résiduéfs.

1.2.5. Analyse structurale (RMN)

Les extraits polysaccharidiqgues ont également &tacterisés par RMN du proton a
partir de leur forme native. Les spectres ont atégistrés dans I'eau lourde D) sauf pour
I’'hnomoxylane d’argan insoluble dans I'eau et danspectre a été enregistré dans le DMSO-
dé.

Les spectres RMNH des glucuronoxylanes (MGX1CC, et A) (Tableau 34) font
apparaitre des signaux intenses correspondant mi@np des unités xylose de la chaine
principale non substitués, ainsi que des signausnintenses attribués aux unités d’acide
uronique et aux unités xylose qui les portent esitipm 2. L'intensité de ces signaux dépend
du taux de substitution par I'acide uronique. Lesliets attribués aux protons anomériques
des unités xylose, substituées (4,5 ppm) ou nd ggm), sont associés a une constante de
couplage d’environ 7 Hz, caractéristique d’'uneshai osidique de typp. La constante de
couplage du doublet correspondant aux protons amgues de I'acide uronique, a 5,3 ppm,
est quant a elle de I'ordre de 2 Hz, ce qui carsgt@ine liaison osidique de typell est par
ailleurs possible d'observer sur les différentsceies’H des xylanes, un singulet fin vers 3,5
ppm, qui est a associer a l'existence de groupesmemdthyle portés, compte-tenu de
I'intégration, par I'acide uronique. Cette derniéeenarque confirme la présence de l'acide 4-
O-méthylglucuronique. Celui-ci est fixé en positi@ndu xylose, ce qui se traduit par un

déblindage plus important dw ldar rapport aux unités xylose non substituées.
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MGX C;

MGX C,

MGX A

Tableau 34 : Déplacements chimiques (ppm) en RMINour les glucuronoxylanes de chataignier et @iarg

(1—»4)-[3—D-Xyl P

(1—4)-B-D-Xyl p-2-O-(4-O-Me-GlcpA)

4-O-Me-a-D-GlcpA

position H H H
3 (ppm) (J H2) 3 (ppm) (J H2) 0 (ppm) (J H2)

1 4,48 d (7,5) 4,63d (7,2) 5,29d (2,0)
2 3,29 t(8,2) 3,44 m 3,60 m
3 3,551(9,0) 3,62m 3,76 m
4 3,79 m 3,81 m 3,22t(9,7)
5ax 4,10dd (4,5;11,5) 4,15m
5eq 3,381(11,0) 3,42 m 4,33d(10.1)
6 - - -
O-CH3 - - 3,46 s
1 4,51d (7,5) 4,66 d (7,0) 5,31d (2,5)
2 3,32 t(8,4) 3,57m 3,61 m
3 3,59 (9,0) 3,68 m 3,77m
4 3,79 m 3,82m 3,26t(9,7)
5ax 4,14 dd (4,4 ;11,5) 4,15m
5eq 3,41t(11,0) 3,46 m 4,36.d (10,0)
6 - - -
0O-CH3 - - 3,50 s
1 4,51d (7,1) 4,66d (6,4) 5,32d (1,6)
2 3,31 t(8,1) 3,57m 3,61m
3 3,611(8,9) 3,67m 3,77m
4 3,80 m 3,82 m 3,261(9,6)
5ax 4,14 dd (4,6 ; 11,0) 4,15m
5eq 3,41t (11,0) 3,47 m 4,36d(9.9)
6 - - -
O-CH3 - - 3,50s

2 Ax = axial, eq = equatorialJH,H en Hz

Pour les glucuronoxylanes, dont un spectre RMN Bftereprésenté Figure 79, la RMN

confirme les teneurs en MeGIcA données par la CRabl€au 36). Le ratio xyl/MeGIcA est

calculé en faisant le rapport entre lintégratioesdpics correspondant aux protons

anomeériques du xylose non substitué et substituepaveGIcA (en vert sur la figure) et

I'intégration du pic correspondant au proton anaquér du MeGIcA (en rouge sur la figure).
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Figure 79 : Spectre RMRH d’un 4-O-méthylglucuronoxylane dans le® avec attribution des signaux

Le spectre RMN du proton de I'extrait HX présentgighaux a des 4,28 (H-1), 3,05 (H-
2), 3,30 (H-3), 3,50 (H-4), 3,17 (H-5 éq) et 3,88 ax) (Tableau 35) correspondant aux
résidus >4 BD-Xyl et est conforme aux données publiées par Hatilvignori? pour la

structure d’un homoxylane.

Tableau 35 : Déplacements chimiques (ppm) en RMINour 'homoxylane d’argan

(1—>4)-B-D-Xyl p

position H
3 (ppm)
1 4,27
2 3,05
3 3,30
4 3,50
5ax 3,88
5eq 3,17

Ax = axial, eq = equatoriafJH,H en Hz.
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1.2.6. Conclusion sur les caractérisations chimiques

Les caractéristiques chimiques et structuralesliégapour les xylanes sont résumées

dans le tableau ci-dessous :

Tableau 36 : Caractéristigues chimiques des différeylanes extraits

Ratio Xyl/MeGIcA (H NMR) Distribution des acides DP
Glucuronoxylane de chataignier extrdit L s
avec imprégnation (MGX § 5,911 Reguliere 200
Glucuronoxylane de chataignier extrajt 6.1/1 Aléatoire 182
sans imprégnation (MGXA '
Glucuronoxylane d'argan (MGX A) 4,8/1 Aléatoire 340
Homoxylane d'argan (HX) / / 360
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Chapitre Il.  Evaluation des propriétés biologiques des
extraits en oncologie cellulaire et moléculaire

Une évaluation biologique de ces xylanes extragsawis de cellules cancéreuses a
été réalisée au Laboratoire d’Oncologie Cellulatevioléculaire de I'Université Paris XlI
sous la direction du Professeur Michel Kraemer.

La lignée tumorale A431 d’'un carcinome épidermoidiraire humain se caractérise
par un grand nombre de récepteurs a 'EGF (Epide@rawth Factor). Ce facteur de
croissance épidermique est une hormone protéiquiigude sa fixation sur ses récepteurs
provoque une activité mitotique, c'est-a-dire, wihgsion cellulaire trés rapide au sein des
tissus épithéliaux vulvaires. Par ailleurs, ledutet de cette lignée sécrétent une quantité
importante de VEGF (Vascular Endothelial Growth tbac= Facteur de Croissance de
'Endothélium Vasculaire), protéine qui est émisa fa tumeur primitive pour assurer sa
vascularisation a partir de vaisseaux sanguinsadégiants. Ce phénomene de vascularisation
appelé angiogenese permet a certaines cellulegrearses de la tumeur primitive de migrer
via le flux sanguin vers d'autres organes. Cesulssl cancéreuses vont alors envahir un
nouvel organe et former une nouvelle tumeur appelétastase. La lignée tumorale A431
représente donc un bon modeéle pour évaluer I'difdbgique de molécules de synthése, ou,
comme c’est le cas dans ce travail, de substarataseiies.

Nous avons testé I'effet de ces xylanes sur laifpration, la migration et lI'invasion
des cellules tumorales. La dégradation de la neagitracellulaire par des protéases ayant un
réle essentiel dans l'invasion et la disséminatiame tumeur, nous avons également étudié

les effets des xylanes sur I'expression des métatéases.

II.1.  Effets surla prolifération des cellules A431

L'étude des effets des xylanes sur la multiplicatites cellules tumorales A431 a été
réalisée en traitant ces cellules pendant 72 heawes des doses croissantes de produit. Des
concentrations comprises entre 0,7 uM a 50 uM oatudilisées afin de déterminer la
concentration induisant 50 % d’inhibition @§. L’homoxylane d’argan ne présente qu’une
faible activité cytotoxique (19%) et uniquement podes concentrations élevées. Le
glucuronoxylane d’argan MGX A ne présente aucuptafbse et n’'inhibe que faiblement la
prolifération cellulaire (29%). Le xylane de chtaier extrait avec prétraitement (MGX%)C

inhibe la prolifération des cellules A431 de fagose dépendante avec une inhibition de la
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prolifération cellulaire de 45% pour une concembratde 50 UM (45%) Seul le xylane de

chéataignier non imprégn®GX C,) atteint I'lCsopour une concentration de pM.

s0 -~ Inhibition de la prolifération des cellules A ¢

40 A

30 - 0,7 uM

%
o L 50 uM
10 -/ l;
0 T T T f

HX

MGX C1 MGX C2 MGX A

Figure 80 : Corrélatiodela cytotoxicité des xylanes sur la prolifération deutes A 43:

Compte tenu des résultats préliminaires, nous awhiessi de poursuivrdes tests
biologiques avec les xylanes MGX; et G en étudiant leur effet sur la migration

I'invasion des cellules tumorales A4

1I.2.  Effets sur la migration des cellules A 42

L’étude de la migration des cellules tumorales A43¥ffectue dans des chares de
culture appelées chambres de Boyden. C-ci sont composées d’inserts constitués d’
membrane poreuse et sont placés dans une plaql gmiits Figure 84 de la partie
expérimentale). Pour la migration, la membrane pseeest recouverte de fibronectine et
cellules A431 sont déposées sur cette membrane ipoibées pendant 24 heures.
présence d’'une substance stimulante comme le ¢ de veaufcetal (SVF) dans la part
inférieure de la chambre de Boyden conduit les cella®1 a migrer a travs les pores vers
la surface inféeure de la membrane. On ajoute ¢ le xylanea une certaine concentrati
dans I'eau. Apres 24elires, le cellules ayant migra travers la membrane sont colorées
dénombrées au microscope.

En absence de xylane, la migration est totale @0Be migration). Par contre e
diminue significativement de 68 % et de 99 % ers@née respectivement de 5 pivde 50
uM de MGX G (Figure 81).Dans le cas du MGX £ la migration est réduite de 50 %
présence de 50 uM et de 55 % en présence de 10afepdlysccharide.
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Control MGX C,; 50uM MGX C; 5uM

Figure 81 : Effets du MGX ur la migration des cellules A 431. Agrandissemei200.

1.3. Effets sur I'invasion des cellules A 431

Apres les tests de migration, nous avons procétis dests d’'invasion. Dans ce cas, la
membrane est recouverte de matrigel, qui mime laiceaextracellulaire. La présence de
sérum de veau foetal dans la partie inférieure dehdanbre de Boyden conduit les cellules
tumorales A431 a digérer le matrigel et a travetaemembrane poreuse vers la surface
inférieure de celle-ci. Ce test permet de détermiieles xylanes inhibent les cellules
tumorales A431 les empéchant ainsi de digérer lmiceaEn absence de xylane, I'invasion
est de 100 %, les cellules cancéreuses ont digénatrigel et traversé la membrane poreuse.
En présence de MGXCles capacités d’'invasion des cellules tumorald81Ane sont pas
affectées par des concentrations en MGXdE 5 pM et abaissées de 55% pour des
concentrations de 50 uM (Figure 82). De meillegsattats sont obtenus dans le cas de MGX

C.. L'invasion diminue de 72 % en présence de 5 é&igM de polysaccharide.

"'L

Control MGX C; 50uM MGX C, 5uM

Figure 82 : Effets du MGX Csur I'invasion des cellules A 43Agrandissement: x 200.

145



II.4.  Effets sur 'expression des métalloprotéases

La migration des cellules a lieu durant 'angioggmét exige une dégradation de la
matrice cellulaire par les protéases telles quadérice métalloprotéase (MMP). Une étude
permettant de déterminer quelle métalloprotéaseadégla matrice a consisté a réaliser une
zymographie sur les deux composeés les plus int@messNous avons utilisé comme témoins
la prométalloprotéase 9, la métalloprotéase 9 ptdenétalloprotéase 2.

Dans le cas du MGX {l'analyse quantitative indique qu’en présencd 2& M de
polysaccharide, la concentration des ProMMP9, MMRProMMP2 sécrétées n’'est pas
significative aprés 24 ou 48 heures de traitem@ptés 72 heures, I'expression des MMP9
est totalement abolie, tandis que I'expressionRledfMP9 et des ProMMP2 diminue de 50
et 56%, respectivement (Figure 83).

Dans le cas du MGX £ on observe gqu’'apres 72 heures de traitement B2@&cuM de
polysaccharide, I'expression des MMP9 et ProMMPididue respectivement de 10 % et
39%. L'expression des ProMMP2 n’est pas affectémen@prés 72 heures.

92 kDa ProMMPY ——

MMEP S —‘[

72 kDa ProMMPZ —

Figure 83 : Effets du MGX Csur la sécrétion par les cellules A 431 des ProlIMBMP9 et ProMMP2. Les
milieux de culture non traités (lignes 1, 3, ebh)les cultures cellulaires traitées avec 12.5 pBX\VC; (lignes
2, 4, et 6) sont collectés apres 24 h, 48 h et@hbubation. Ligne (1), cellules non traitées gant 24h; Ligne

(2), cellules traitées pendant 24 h; Ligne (3)lube$ non traitées pendant 48 h; Ligne (4), cedldiaitées
pendant 48 h; Ligne (5), cellules non traitées pahd2 h; Ligne (6), cellules traitées pendant .72 h
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L’ensemble des données concernant les propriétdlegimues est regroupé dans le

tableau suivant :

Tableau 37 : Effets des xylanes de chataignietaegidn sur la proliferation, la migration et l'irsian des
cellules A431 et sur I'expression des MMP9, ProMM®2es ProMMP9

Inh?bjtion de la Inhibitipn de la Inhibition de l'invasion Zymographie & 12,6M
prolifération (%) migration (%) (%)
Xylane inibition MM1on - Inhibition
0.7uM 50 uM 5uM 50 uM 5uM 50 uM des((!\/fl);\/lPQ ProMMP2  ProMMP9
(%0) (%0)
MGX C; 35+1 51+2 68+2 99+2 0 5542 100 56 50
MGX C, 18+2 45+3 50+4 55+2 7246 7246 10 39 0
MGX A 29+1 29+1 nd nd nd nd nd nd nd
HX 0 19+2 nd nd nd nd nd nd nd

2nd: non déterminé.

1.5.

des molécules

Corrélation entre les effets biologiques et la strtture

L’activité biologique des polysaccharides est smicorrélée avec leur acidité, méme
Si cette caractéristique n’est pas absolument miétante. D’un autre coté, une structure plus
complexe (liaisons glycosidiques principales, dedgébranchement et de ramification, DP)
semble avoir une influence positive sur leurs capa@ déclencher leur activité biologique.
La comparaison des réponses biologiques obtenugs|@diX neutre et les MGX acides
révélent une relation intéressante entre le DPrafmort Xyl/MeGA, la distribution des
MeGA le long du squelette de xylose et les propsédtytotoxiques envers les cellules A431.
Le HX de péricarpe d’argan caractérisé par un DPefiol’absence de substituants MeGA, est
dépourvu d’activité cytotoxique envers les cellufed31. C'est aussi le cas pour sa forme
acide (MGX A). Ainsi, la présence de MeGA ne petre &onsidéré comme un facteur
déterminant. Le cas des MGX; @t MGX G extraits de sciures de chataignier est tres
intéressant. Avec de DP et des ratios Xyl/MeGA kiirgs, ces extraits ne présentent pas le
méme niveau d’activité cytotoxique. L'dgn’est obtenu que dans le cas du MGXr®n
imprégné de sciures de chataignier. Ce dernide egtul a présenter une distribution réguliere
de ses acides uroniques le long de la chaine desexyde la molécule. Les compositions
monosaccharidiques obtenues pour le MGX A de pgrécd’argan et le MGX £imprégné
de sciures de chataignier ainsi que leur distriputles MeGA sur le squelette de xylose de la
molécule sont presque similaires. Néanmoins, le M&Xalors gu'’il montre une activité

cytotoxique envers les cellules A 431 plus failglst aussi caractérisé par une valeur de DP
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plus élevée. Dans ce cas, les valeurs de DP feeimblent avoir une influence négative sur

leur activité biologique.

A partir des données obtenues dans cette étudsst ipossible d’affirmer que la
distribution des acides uroniques mais aussi leéleg polymérisation sont des facteurs
structuraux clés pour I'activité biologique des atyks sur les cellules A431. Le degré de
polymérisation peut influencer la structure tridm®nnelle des xylanes et plus
particulierement leur organisation hélicoidaleedt maintenant accepté que non seulement la
structure primaire mais aussi la structure tridisi@ennelle de la molécule entrent en jeu dans
I'expression des propriétés biologiques. Afin denpoendre cette relation structure-fonction,
nous avons initié une étude sur la structure trgisionnelle, dans laquelle les xylanes
apparaissent comme des macromolécules trés organitéce de facon hélicoidafd 'étude
des effets de DP élevés ainsi que la variabilitétalix de substitution en MeGA sur la
conformation hélicoidale des xylanes constituestgechaines étapes qui nous permettrons

de mieux comprendre les propriétés biologiquesgtiesironoxylanes de bois de chataignier.
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La fraction polysaccharidique non cellulosique si@sires de bois, co-produit abondant de
la filiére forestiere, peut-elle étre mobiliséalahs quelle(s) condition(s) ? La question porte a
la fois sur l'organisation structurale des par@sosdaires des cellules végétales et sur les
méthodologies physique, chimigue et biologiqgeempatibles avec la notion de Chimie verte
- qui peuvent étre mises en ceuvre afin d'en egtegfilectivement les constituants natifs. Dans
notre cas, il s'agissait de développer de nouvedpproches d'extraction du G+
méthylglucuronoxylane (MGX). Cette hémicellulose Bpique de la famille des xylanes et
trés répandue dans les bois durs issus de fetdlds chataignier utilisé ici comme modele.
L'organisation tridimensionnelle de la paroi cellté végétale repose sur des interactions
moléculaires multiples tant par le nombre que pardture des liaisons chimiques. Le taux de
lignification élevé des parois secondairegjuantitativement majoritaire dans le bois
s'oppose par ailleurs a l'extractabilité des hélioses dans I'eau et impose donc la mise en
ceuvre d'une délignification préalable des sciures.

Dans une premiere partie, plusieurs stratégies éignification ont été développées,
adaptées et testées sur les sciures de chataidteemi les méthodologies existantes,
I'approche enzymatique qui recourt a l'utilisatides laccases, si elle apparait comme
conceptuellement tres attrayante, s'est avéréaitpement décevante. Utilisées dans 'eau, a
des concentrations trés faibles, les enzymes somttgnt capables de catalyser un grand
nombre de réactions chimiques. Toutefois, s'agisfane réaction en phase hétérogene, une
telle stratégie se heurte a la complexité des esigui est le substrat lignocellulosique de la
réaction. En revanche, la délignification chimigléveloppée a partir des phtalocyanines ou
les porphyrines de fer en milieu peroxydé est paligrement attractive. Similaire a
I'approche enzymatique du point de vue de la chimgctionnelle, cette approche n'en
supporte pas les mémes limites. Nos résultats diéemirgu'elle est parfaitement adaptée a
des substrats lignocellulosiques bruts telles gaestiures de bois.

Sur le plan des perspectives, et en utilisant tage du plan d'expérience, cette
méthodologie doit pouvoir bénéficier d'essais dfjsiation qui feront varier la nature des
catalyseurs tout comme les quantités d'eau oxyginkeiuites dans le milieu réactionnel.
Dans un autre registre d'idée, I'apparition de tions aldéhydiques réputées trés réactives au
cours de réaction de délignification conduit a damdtionnalisation des glucuronoxylanes
recueillis par la suite dans l'eau. Un tel résultait pouvoir profiter au développement de
nouvelles stratégies de valorisation chimique dagspccharides en phase homogéne ou

hétérogene en utilisant I'eau comme unique solvant de étién.

151



La deuxieme partie de ce travail est consacrée propriétés biologiques des
glucuronoxylanes de chataignier et plus préciséradatrs propriétés cytotoxiques envers la
lignée de carcinome épidermoide vulvaire humainliulee A431). Nous avons ainsi
caractérisé les liens étroits qui existent entrestlaicture chimique des xylanes et leurs
propriétés biologiques. Si l'acidité de la molécaparait comme un prérequis indispensable
a l'expression de ces propriétés, nos résultatsla®yv que la distribution de l'acideCt-
méthylglucuronique le long de la chaine princigal& comme le degré de polymérisation de
la molécule apparaissent comme des déterminantpléuentaires. Dépendantes de la
structure de la molécule, les propriétés sont pl@uses et probablement intimement liées a sa
conformation et donc a sa capacité a interagir é®systémes biologiques. Un tel constat
oriente les perspectives de poursuite de cetteeéuanls I'établissement de l'architecture
tridimensionnelle du -méthylglucuronoxylane de chéataignier par des agms de
modélisation moléculaire. Des données sont déjpodibles mais doivent étre complétées
tout d'abord par I'étude de l'impact de la distitoude I'acide 49-méthylglucuronique sur
l'organisation tridimensionnelle du glucuronoxylgmgis en direction de l'identification du

plus petit motif glucidique actif.

Pour conclure, I'étude présentée dans ce mémairegrestituant une illustration aboutie,
affrme la complémentarité qui existe entre la &wiee des phytopolysaccharides et
I'expression de leurs propriétés sur un systemiedigue déterminé. Situé a linterface des
disciplines chimiques et biologiques propres autivia@és du Laboratoire de Chimie des
Substances Naturelles, ce travail s'inscrit pdewat dans une démarche de valorisation non
alimentaire des co-produits agricole et forestigreut constituer la base de travaux ultérieurs
académiques et/ou finalisés consacrés aux stratég@compatibles de délignification de la

matiére lignocellulosique.
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Quatrieme partie : Partie Expérimentale
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1.1. Réactifs et solvants

L’origine des réactifs et des solvants utiliséspssentée dans le tableau suivant et il

convient de préciser qu’ils sont utilisés sansfation supplémentaire :

Réactifs CAS [Reg. Num.] Pureté Fournisseur
Acétate de manganese [638-38-0] 98% VWR
Acétate de sodium [127-09-3] 99% Acros

Acide acétique [64-19-7] 99-100 % Acros
Acide chlorhydrique [7647-01-1] 37% Fisher Labosi
Acide formique [64-18-6] 99-100% VWR
Acide gallique [5995-86-8] 98% Aldrich
Acide glucuronique [6556-12-3] 97+% Fluka
Acide 4-sulfophtalique [89-08-7] 50% Acros
Acide sulfurique [7664-93-9] 95-98 % VWR
Ammoniaque [1336-21-6] 28% VWR
Anhydride acétique [108-24-7] 99% Aldrich
BSTFA [25561-30-2] 98% Alltech
Butanol [71-36-3] 99,5% Acros
Chlorite de sodium [7758-19-2] 80% Acros
Chloroforme [67-66-3] 99,95% SDS
Chlorure d’acétyle [75-36-5] 98% Acros
Chlorure d'aluminium [7446-70-0] 99% VWR
Chlorure d'ammonium [12125-02-9] p.a Acros
Chlorure de fer [13478-10-9] 98% Alfa Aesar
Chlorure de nickel [7791-20-0] 98% Sigma
Chlorure de zinc [7646-85-7] 98% Acros
DO [7789-20-8] 100% SDS
Dioxanne [123-91-1] 100% SDS
DMSO [67-68-5] 99,8% Acros
Ethanol [64-17-5] 99,99% Carlos Erba
Ethyléne diamine [107-15-3] 99% Acros
Heptane [142-82-5] 99% Sigma
Hydrogenophosphate de 17778 77 99% Sigma
potassium
Hydrogénophosphate de sodium [10039-32-4] 98% VWR
HOBt [2592-95-2] 95% Aldrich
Hydroxyde de potassium [1310-58-3] p.a Acros
Hydroxyde de sodium [1310-73-2] p.a Acros
lodure de potassium [7681-11-0] 99% Acros
Laccase [80498-15-3] 1,1U/mg Fluka
MeOH [67-56-1] 99,8% Acros
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Méso-innositol [87-89-8] 98% Acros
MHDP [580-51-8] 90% Aldrich
Molybdate d'ammonium [12054-85-2] p.a Sigma
NaBH, [16940-66-2] 98% Acros
NaOH [1310-73-2] p.a. Acros
NH,PF [16941-11-0] 99,5% Alfa Aesar
Oxalate d'ammonium [6009-70-7] 98% VWR
PABAH [6351-23-5] 97% Fluka
Péroxyde d'hydrogéne [7722-84-1] 35% Acros
Phénol [108-95-2] 99% Acros
Pyridine [110-86-1] 99,8% Aldrich
Rose de Bangale [632-69-9] 90,0% Sigma
Sulfate de fer [7782-63-0] p.a Acros
Sulfate de manganése [10034-96-5] p.a VWR
Tétraborate de sodium [1303-96-4] 99% Sigma
THF [109-99-9] 99,5% Carlos Erba
Urée [57-13-6] 99% Acros
Xylose [58-86-6] 99% Sigma

1I.L1.  Analyse chimique

[I.1.1.Analyses spectroscopiques

[1.1.1.a. Infrarouge

Les spectres infrarouge ont été realisés a l'ailda dpectrometre Perkin Elmer
Spectrum 1310 a transformée de Fourier, pilotéopdinateur pour une gamme de fréquences
comprises entre 400 et 4 000 tniLes échantillons sont déposés sur pastilles de K&s

nombres d'ondes sont exprimés efi‘cm

1.1.1.b. RMN

Les spectres de RMN ont été réalisés au servicenconde RMN de l'université de
Limoges sur un appareil Bruker DPX-400 a une frégeede 400,13 MHz pour le proton et
de 100,62 MHz pour le carbone 13. Les déplacendnitsiquesd sont exprimés en ppm ; le
tetraméthylsilane étant pris comme référence iete@@= 0 ppm). Les constantes de
couplages J sont exprimées en Hz. Les abréviat&iraues sont : s (singulet), sél. (singulet
élargi), d (doublet), dd (double doublet), t (tepl dt (double triplet), tap (triplet apparent),
dtap (double triplet apparent), ddd (double doulgeblet), m (multiplet).
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I1.1.1.c. Ultraviolet-Visible

Les densités optiques des dosages colorimétriqua® snesurées sur un
spectrophotomeétre UV-visible a double faisceau @i UV-1700 series. Elles sont
effectuées dans des cellules en polystyrene (P3)awe de trajet optique. Les spectres des
phtalocyanines et des porphyrines synthétiséegténtealisés sur un spectrophotometre UV-
visible Perkin Elmer Lamba 25 dans des cellulegjgigrtz de 1 cm de trajet optique a une
concentration voisine de PAL0°M dans I'eau. Les longueurs d'onde correspondaates
absorbances maximales sont exprimées en nm ebé&cents d’absorption molairg, en

mol:.L.cm?.

[1.1.1.d. Spectrométrie de masse MALDI-TOF

Les spectres de masse MALDI-TOF des oligosacchariolet été réalisés a la
plateforme de spectrométrie de masse de I'INRA detéks JR 1268 BIA) Les échantillons
hydrolysés ont été dissous dans I'eau & une comtiemt de 0,1 mg... Les mesures ont été
réalisées sur un spectrométre MALDI-LR (Waters, baster, UK) dont le laser émet dans
'UV a 337 nm (fréquence 5 HZ) pour dessorber atser un mélange de matrice/échantillon
co-cristallisé sur une surface métallique. La roatriutilisée est l'acide 2,5-
dihydroxybenzoique (DHB), dissoute & 5 mg:fndans 0,1% de TFA.

Les spectres de masse MALDI-TOF des porphyrinegestphtalocyanines ont été effectués
au Laboratoire de Chimie Structurale OrganiqueietoBique de I'Université de Paris VI par
le Dr. Sandra Alves par désorption laser avec ectspmeétre a temps de vol Voyager Elite.

[1.1.2.Chromatographie

[1.1.2.a. Chromatographie sur couche mince

Des plagues de silice Kieselgel 68Fde 0,2 mm d'épaisseur (Merck) ont été
employées pour la chromatographie sur couche mémcphase normale. Dans le cas des
oligosaccharides, une double migration est réald#es le systtme de solvants ternaire
(butanol, acide acétique, eau; 2/1/1). Apres érsdjum de ['éluant, les plaques sont
pulvérisées par une solution d’orcinol sulfuriq@el(% d’orcinol dans de 'acide sulfurique a

20 %). Elles sont enfin placées 10 minutes a l1&&a00°C pour étre révélées.
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[1.1.2.b. Chromatographie en phase gazeuse

Un systéme Perichrom PR-2100 a été utilisé pomaly@e des méthylglycosides
triméthylsilylés. Il est équipé d’'une colonne chgpik CP-SIL-5CB (Chrompack ; L = 50 m,
Dt = 0,32 mm ; phase : diméthylpolysiloxane) et ddétecteur a ionisation de flamme
(FID). Le gaz vecteur est I'azote sous pressioiis&Pa. La température de l'injecteur et du
détecteur est fixée a 260°C. Le chromatographe pilstté par ordinateur et les
chromatogrammes traités par le logiciel Winilab de3Perichrom.

[1.1.2.c. Chromatographie basse pression sur Biogel P

Les séparations par chromatographie d’exclusiomigst& sur colonne en basse
pression, ont été réalisées sur colonnes de BiBgdles colonnes sont équilibrées dans le
systeme d’élution. L’élution se fait grace a unenpe péristatique dont le débit est fixé a 10
mL.h? et les différentes fractions sont recueillies aidé d'un collecteur (Redifrac ;

Pharmacia-Biotech.).

[1.1.2.d. Chromatographie liquide haute pression (HPLC)

Les profils HPLC des masses moléculaires sont oltén’’aide d’'un systeme HPLC
(Dionex P-680), équipé de deux colonnes d’exclusi@mique PL-aquagel-OH mixed 8 um
(Polymers Laboratories-300*7,5mm). L'équilibragefai# dans I'eau ultrapure (Millipore) a
un débit de 1 mL.min Ce systéme est complété par un détecteur & irticeéfraction
Shodex (RI-101).

lII.L1. Extraction des xylanes

A. Xylanes de sciures de chataignier

1.1.1. Préparation de I'holocellulose

[11.1.1.a.Matériel biologique

Les sciures utilisées pour nos expérimentatiomg des sciures de chataignier,
arbre appartenant a la catégorie des bois dumss Bhus ont été fournies par I'établissement
Maziéres de la Chapelle Montbrandeix (87). Cesrssiwnt été séchées a I'étuve ventilée
durant trois jours a la température de 50°C. Hilgspar la suite été broyées puis tamisées (a

200 et 50um) afin de faciliter I'extractabilité des hémicdtiges qu’elles renferment.
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[11.1.1.b.Extraction a I'éthanol

Cette premiére étape permet d’éliminer les suciesilants et les tannins solubles.
L’extraction a été réalisée a partir de 45 g darssi de chataignier préalablement tamisées a
500 um dans 900 mL d’éthanol a 80% a 80°C pendant 7ehrékidu obtenu (&) est alors

refroidi a température ambiante avant d’étre nggéher une nuit a I'étuve ventilée a 40°C.

[11.1.1.c. Extraction des pectines

Rsox €st dépectinisé dans 1,6 L d’oxalate d’'ammoniut¥@a 80°C pendant 2 h. La
solution est refroidie a température ambiante adatte filtrée sur verre fritté de porosité 3.

Le résidu Rg est, quant a lui, rincé a I'eau distillée.

[11.1.1.d.Délignification chimique par le chlorite de sodium

De facon a extraire les hémicelluloses plus faadletnla délignification de R, est
essentielle. Elle est réalisée a partir gg,Rlacé dans 1,6 L d'une solution acide de chlorite
de sodium (0,47 g/g de sciures brutes + 0,2 mLida@cétique glacial par g de sciures
brutes). La solution est portée a 80°C pendantefhpidie a température ambiante et filtrée
sur verre fritté de porosité 3. Le résidu est riacBeau distillée jusqu’a neutralisation du
filtrat. Pour une meilleure délignification et doooe plus grande pureté de I'holocellulose

(Ruolo), le protocole est renouvelé.

[11.1.1.e.Délignification enzymatique par le systéme
laccase/HOBt/Q

Cette étape est réalisée sur 2 g de sciures oulod#ltulose et placées dans 100 mL
d’une solution tampon d’acétate de sodium a 50 udtée a pH 5,5 (par de I'acide acétique
glacial dilué), en présence de la laccase et duatetst HOBt a 2 % (40 mg). La réaction se
déroule sous atmosphere de dioxygéne sous agitaiggmétique, et a des temps (1 a 4 h) et
des températures (25°C a 45°C) variables. A lalifa réaction, I'enzyme est inactivée par

chauffage a 100°C pendant quelques dizaines dedes@t la solution est filtrée.
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[11.1.1.f. Délignification par des phtalocyanines et des poypines

sulfonées et métallées par le fer ou le manganeése

Dans 25 mL d'eau distillée sont placés 250 mg dairss dépectinées ou
d’holocellulose auxquels on ajoute la phtalocyaronela porphyrine (dont la quantité varie
entre 4,8 umol et 10,6 umol) ainsi que 1 mL Mk a 35% par tranche de 24 h de réaction.
La réaction est placée sous agitation magnétiqndare des temps variables (de 1 a 100 h) et
des températures variables (20 et 40°C). A la @nladréaction, la solution est filtrée ; le

résidu est ensuite rincé a I'eau distillé puis lyitipé.

[11.1.1.g.Délignification photochimique en milieu oxygéné

Dans 25 mL deau distillée sont placés 250 mg dairss dépectinées ou
d’holocellulose auxquels on ajoute 14 mg de photsibdisateur (qui peuvent étre la TPPS,
le Rose de Bengale ou des phtalocyanines sulfodéesinc, aluminium ou nickel). La
réaction est placée sous agitation magnétiqueust is@diation lumineuse de deux ampoules
de 100 watts pendant 8 jours a température ambiani& fin de la réaction, la solution est

filtrée, le résidu est ensuite rincé a I'eau distduis lyophilisé.

11.1.2. Extraction des xylanes

I11.1.2.a.Extraction alcaline

Un gramme d’holocellulose est ajouté a 50 mL d’'so&ution de KOH 4,3 M a 3
mg.mL* de NaBH (agent réducteur). L'enceinte d’extraction est s&ua I'argon pour
prévenir tout risque de dégradation du produitsppiacée sous agitation magnétique a
température ambiante pendant 24 h. A la fin deé#ation, la solution est filtrée et le résidu
est rincé a I'eau distillée puis lyophilisé. Le i filtrat est ajusté a 5,5 par ajout d’acide
acétique glacial. Il est ensuite placé en dialy8ke dans une membrane Spectrapor dont le
seuil de coupure est compris entre 6000 et 8000APees concentration, les hémicelluloses
sont précipitées par 3 volumes d’éthanol puis degiges pendant 20 minutes a 1860 g (2000
rpm). Le surnageant éthanolique est éliminé etillet@st repris dans de I'eau distillée.

[11.1.2.b.Extraction aqueuse des xylanes

L’extraction se fait toujours dans de I'eau digtllet a raison de 1g de matiére pour 50
mL de solvant. La réaction a lieu a reflux (100%0us agitation magnétique pendant une
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heure. Aprés refroidissement de la solution, cellest filtrée sur papier filtre et le résidu est
lyophilisé.
[11.1.2.c. Extraction des xylanes aux micro-ondes

Toutes les extractions on été réalisées dans urondges de laboratoire (Milestone,
modéle microSynth) a une puissance de 200 W etntdut@ minutes a la température

sélectionnée.
» Choix du solvant

Dans un bicol, on ajoute 50 mL de solvant (eauilidiesf DMSO ou DMA selon les
cas) a 1 g d’holocellulose. Le ballon est surmaté réfrigérant et placé dans I'enceinte du
four a micro-ondes. La consigne de températurde400°C pour I'eau, 165°C pour le DMA
et 189°C pour le DMSO. Apres irradiation, la saluatiest filtrée sur papier filtre et le résidu
rincé abondamment a I'eau distillée. Pour les ektvas qui se sont faites dans les solvants
organiques, 50 mL d’eau distillée sont ajoutésilmat avant que celui-ci ne soit placé deux

jours en dialyse dans des membranes dont le sewibdpure se situe entre 6000 et 8000 Da.

> Prétraitements ultrasons

Les traitements ultrasons se font a l'aide d'unedsoa ultrasons Sonifier Cell
Disruptor B-30 durant des temps variables et setofonctionnement discontinu a 25, 50, 75

ou 100% de la puissance maximale et a une fréquin2é kHz.

B. Xylanes de péricarpe d’argan

11.1.3. Extraction des xylanes a partir de péricarpe diarga

[11.1.3.a.Matériel biologique

Les péricarpes d’argan nous ont été fournis pagoldété EFAS de Ait Amira au

Maroc. lls ont été broyés puis tamisés de facobtanir une fine poudre blanche.

[11.1.3.b.Extraction a I'éthanol

Cette premiere étape permet d’éliminer les suciesilants et les tannins solubles.

L’extraction a été réalisée a partir de 25 g dedpewle péricarpes d’argan dans 900 mL
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d’éthanol a 80% a 80°C pendant 7 h. Le résidu ab{Ba.x est alors refroidi a température

ambiante avant d’étre mis a sécher une nuit av&&u40°C.

[11.1.3.c. Extraction des pectines

Le mode opératoire est le méme que celui décris Hah.1.c.

[11.1.3.d.Délignification chimique par le chlorite de sodium

Le mode opératoire est le méme que celui décri dah.1.d.

11.1.4. Extraction alcaline des xylanes

Deux grammes d’holocellulose de péricarpe d'argamt sjoutés a 100 mL d’une
solution de KOH 4,3 M & 3 mg.nLde NaBH (agent réducteur). L’enceinte d’extraction est
saturée a l'argon pour prévenir tout risque de aldgion du produit, puis placée sous
agitation magnétique a température ambiante pengdht A la fin de la réaction, la
suspension est filtrée et le résidu est rincé aul'distillée puis lyophilisé. Le pH du filtrat est
porté a 5,5 par ajout d’acide acétique glaciakdt ensuite placé en dialyse 48h dans une
membrane Spectrapor dont le seuil de coupure egpri® entre 6000 et 8000 Da. A la fin de
la dialyse, la solution est centrifugée de facoséparer la fraction insoluble (contenant
I’'homoxylane) de la fraction soluble (qui contidet 4-O-méthylglucuronoxylane). Apres
concentration de cette derniere fraction, les héluioses de la fraction soluble sont
précipitées par 3 volumes d’éthanol puis centribggpendant 20 minutes a 1860 g (2000

rpm). Le surnageant éthanolique est éliminé etillet@st repris dans de I'eau distillée.

I1l.2.  Caractérisations chimique des xylanes

1.2.1. Etude de la composition centésimale

[11.2.1.a.Dosage des oses

L’'appréciation de la quantité en oses neutresietcides uroniques présents dans les
polysaccharides repose sur 2 dosages complémentaire
- le dosage des oses totaux par la méthode de Setomi,**°

- le dosage des acides uroniques par la méthoBéudeenkrantz et Asboe-Hanséh
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» Dosage des oses totaux

Les solutions de polysaccharides a doser, de ctmatiems comprises entre 5 et
100 pg.mL* ainsi que des solutions de xylose et d’acide ghmigue constitutives de la
gamme étalon sont préparées simultanément. A 208aslsolutions a doser ou de gamme
étalon, on ajoute 200 pL d'une solution aqueusepdénol a 5 %. Le mélange est
homogénéisé au vortex et 1mL d’acide sulfuriqueceotré est rapidement introduit a la
pipette dans le milieu réactionnel. Aprés homoggaté&n au vortex, le mélange est porté au
bain-marie a 100°C durant 5 minutes. Les tubes dradidis dans un bain de glace et placés
30 minutes a I'obscurité. Les densités optiques pan la suite mesurées a 492 nm sur un

spectrophotometre UV-visible.

Principe du dosage des oses neutres par la médeodaboiset al **°

CHO
H——OH o

Deshydratatlon N\
HO—T—H C
= H \ /

CH,OH H2S0, - 100°C

Phénol \|

Chromophore qui absorbe
a 492 nm

» Dosage des acides uroniques

Les solutions de polysaccharides a doser sont grépasimultanément avec une
gamme étalon composée de solutions d'acide gluauena 25, 50 et 100 upg.rtlet de
xylose & 50, 100, 200 pg.nLA 200 pL des solutions a doser, on ajoute 1,2 dnine
solution de tétraborate de sodium a 0,0125 M damd’atide sulfurique concentré. Le
mélange est homogénéisé au vortex puis refroids adbnla glace. Les tubes sont ensuite
portés a 100°C au bain-marie durant 5 minutestlless sont refroidis dans un bain de glace
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puis on ajoute 20 puL d'une solution de MHDmétahydroxydiphényle) a 0,15 % dans
NaOH 0,5 %. Les contenus des tubes sont homogénéisésortex, une coloration rose

apparait. Les densités optiques sont par la swesirges a 520 nm.

Les concentrations relatives en oses neutres edcetes uroniques des solutions
polysaccharidique sont obtenues en utilisant lahodd de calcul décrite par Montreuil et
Spik*%qui permet d’éliminer les interférences des acigemiques dans le dosage des oses

neutres et réciproquement.

Principe du dosage des acides uroniques par lzotéthe Blumenkrantz et Asboe-Han'$én

CHO
COOH
H——OH o
HO——H —_— oy Déshydratation o
H——OH ‘ ) OH HOOC@CHZOH
_—
H——OH
OH H,SO, 100°C
COOH
MHDP

o O

Chromophore qui absorbe
a 520 nm

» Dosage des oses réducteurs

Les solutions de polysaccharides a doser sont grépaimultanément avec une gamme
étalon composée de solutions de xylose a 10, 86 gg.mL:. A 333 pL de solution & doser,
on ajoute 1000 pL d’'une solution de PAHBAH (acidalfazide para-hydroxybenzoique) a
5 % dans HCI 0,5 M, fraichement dilué au 1/5 pa®N&,5 M. Le mélange est homogénéisé
au vortex et porté a 100°C au bain-marie durantiButes, puis refroidi. La lecture des

densités optiques est réalisée a 410 nm.
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Principe du dosage des oses réducteurs par la deétielLever*

CH,OH

Anions colorés en jaune absorbant a 410nm

11.2.2. Dosage des hydroxyles phénoliques totaux

La teneur en groupements hydroxyles phénoligueauxotest déterminée par la
méthode au réactif de Folin-Ciocalteu proposéeReaeird® et modifiée par Pilo-Veloset
al.>*® Cette méthode repose sur une réaction d’oxydoetéh indépendante du degré de
polymérisation des composés phénoliques. Ainsk ethpliqgue tous les composés sans
différenciation entre I'acide gallique, les monoegrles dimeres et les composés phénoliques

les plus grands. Le réactif de Folin-Ciocalteuwsstéactif formé de phosphomolybdate et de
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phosphotungstate. Ces derniers sont réduits petiagaavec les composés phénoliques sous
I'effet de la chaleur en milieu alcalin pour formen produit bleu. La concentration de ce
dérivé coloré est déterminée par spectrophotomatuee longueur d’onde de 760 nm. Des

solutions d’acide gallique de concentrations canigss sont utilisées comme étalon.

Un millilitre d’extrait brut aprés délignificatioanzymatique est mélangé a 2,5 mL de
réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois par dealeultra-pure. Le mélange est aussitot
additionné de 2 mL d’un solution de bicarbonatesddium & 75 g.t: puis placé au bain-
marie a 50°C pendant 5 minutes avant d’étre places din bain d’eau froide. Les mesures
d’absorbance sont effectuées au spectrometre UbleigShimadzu) a 760 nm. Les
concentrations en hydroxyles phénoliques sont éstinpar référence a une droite étalon
d’acide galliqgue de concentrations comprises ef@fleet 100 mg.l'. Les résultats sont

exprimés en équivalents massiques d’acide gallique.

11.2.3. Dosage dyeroxyde d’hydrogéene résiduel

Un prélevement d’un volume ®fe 1 mL du mélange réactionnel est introduit dans u
bécher de 100 mL et mélangé a 25 mL d'une solutlentampon phosphate KPIO;-
NaoHPO, 500 mM (pH 7). On y ajoute une spatule d’empoigrddon et 5 mL d’une solution
d’iodure de potassium (0,4 M) fraichement prépatdede libéré est titré avec une solution
de tiosulfate de sodium (0,01 M) placée dans unmetteugraduée. Les équilibres mis en jeu
dans ce dosage sont :

HoO2 + 2T+ 2 HO" g b+ 4 HO (1)

2 S057 + I, 221+ S05” 2)

La quantité deperoxyde d’hydrogéne résiduell@{,o,) contenu dans le mélange réactionnel

se calcule, d’apres les équilibres (1) et (2) pdotmule :
NH20, = Y2 XVggX 0,01 XVio V

avec kg le volume de thiosulfate de sodium versé justp@écoloration de la solution et
V1ot le volume total de la solution a doser.

11.2.4. Dosage des fonctions acides carboxyliques

Un prélevement d’'une masse de 20 mg d’échantilginmgs en solution dans 50 mL

d’eau distillée auxquels est ajouté 1 mL de soudeM) L'excés de soude est dosé par HCI
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0,02 M en utilisant une électrode de verre et umptie. Un blanc est réalisé a partir du
polysaccharide non oxydé. Le nombre de moles detifors carboxyliques crées est calculé

selon la formule suivante :

N cooH(échantillon)= ( Véq (blanc) — Véq (échantillon)* [HCl]

11.2.5. Dosage des fonctions aldéhydes (réaction de Cannjza

Un préléevement d’'une masse de 50 mg d’échantilsinraés en solution dans 10 mL
de soude 0,1 M. Le mélange est chauffé a 70°C pen@l@ minutes sous agitation
magnétique. L'excés de soude est alors titré eourgpar HCI 0,02 M en utilisant une
électrode de verre et un pHmetre. Un blanc esiséal partir du polysaccharide non oxydé.

Le nombre de moles de fonctions carboxyliques ceéesalculé selon la formule suivante :

N cHoéchantillon)= 2*(( Véq (blanc)— Véq échantiion)* [HCI] - N cooréchantilion)

11.2.6. Etude de la composition monosaccharidique par CPG

Le principe de cette méthode repose sur l'obtentide méthylglycosides
triméthylsilylés par méthanolyse suivie d’uperriméthylsilylation des monosaccharides
libérés.

[11.2.6.a.Préparation des dérivés methylglycosides triméthylés

Les monosaccharides neutres et les acides urongqusdentifiés et analysés sous
forme de méthylglycoside©-triméthylsilylés selon la méthode de Kamerling at'?®
modifiée par Montreuil eal.,**® Deux cents & cing cents microgrammes de polysaicts,
auxquels on ajoute un témoin interne, le méso-iab@vil), a raison de 50% de la quantité de
polysaccharide, sont traités. Cette analyse, diiéaadaptée a I'analyse de poudres d’'origine
végétale par Marga edl.”®’, a été également utilisée pour I'étude de la ccition

monosaccharidique des sciures brutes et des rédigiktsaction.
» Méthanolyse

Les monosaccharides sont libérés sous forme deytgBicosides par ajout de 1 mL
d’une solution de chlorure d’acétyle 1 M dans duhagol anhydre (Instant methanolic HCI ;
Alltech Réf. 18053) sur 200 pug d’'un échantillonysalccharidiqgue anhydre contenant 20 pg

d’un étalon interne, le méso-inositol (MI). La m&tiolyse est stoppée apres 24 h de réaction
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a 80°C par évaporation du méthanol chlorhydrigueissan flux d'azote. La phase
méthanolique est délipidée par trois lavages ssdsea I'heptane (3 x 1 mL). Elle est a

nouveau évaporée sous flux d’azote.
» Triméthylsilylation

Les méthylglycosides sont triméthylsilylés pendanh a température ambiante par
200 pL d'un mélange V/V pyridine/BSTFEA(O-bis-triméthylsilyl-trifluoroacétamide) a 1 %

de triméthylchlorosilane (TMCS) avant de pouvoreéhjectés en CPG.

[11.2.6.b.Analyse des dérivés TMS en CPG

Les méthylglycosides triméthylsilylés sont ensudtentifiés et dosés par CPG sur un
chromatographe Perichrom PR-2100 en comparaisort aes échantillons témoins.
L'élévation de la température du four est programuie 130 & 210°C & raison de 2°C.hin
avec un palier de 5 min & 190°C, puis de 210 a@@0faison de 5°C.mih Les résultats sont

exprimés en pourcentage molaire apres correctisraes des pics.

11.2.7. Evaluation du taux d’acétylation et d’acid€X4-
méthylglucuronique
Le calcul de ces pourcentages a été effectué jimation de la RMN'H. Les spectres
de RMN ont été réalisés sur un appareil Bruker BIP®-a une fréquence de 400,13 MHz au
Service commun de RMN de I'Université de LimogegsLldéplacements chimiques sont
exprimés en ppm ; le tetraméthylsilane étant primroe référence interné € 0 ppm). Les

spectres sont enregistrés dans I'eau deutériée pbescentages ont été calculés selon la

méthode décrite au paragraphe 1.3.1.c (Prepiét&elPpour les différents xylanes testés.

111.3.  Autohydrolyse des xylanes

Cette méthode de fragmentation a été utilisée plifférents glucuronoxylanes de
chataignier et d’argan.

[1.3.1. Protocole

Le protocole utilisé a été adapté de Cescutil.¢t® pour I'analyse d'un polysaccharide
acide. Une solution aqueuse de polysaccharide &.inbi est convertie en sa forme acide
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par passage sur résine Amberlite IR-120)(Igette solution est alors placée a I'étuve a@00°
durant des temps variables dépendants de la msestiu polysaccharide a I'hydrolyse. Aprés
refroidissement, la fraction polymérique pas ou pgdrolysée est précipitée par 3 volumes
d’éthanol absolu et éliminée par filtration. L’hgdlysat constitué d’oligosaccharides est

concentré par évaporation sous vide.

111.3.2. Séparation des oligosaccharides

Les produits d'hydrolyse ont été séparés par chisgrephie d'échange d'ions sur une
colonne de résine basique Dowex 1x2 sous formén@&sh 200-400 ; Fluka ; colonne : @ 1
cm x 50 cm). Un gradient d’élution linéaire de féate d’ammonium de 0,05 M a 0,5 M a été
appliqgué pour séparer les oligosaccharides selondearge. La purification des fractions
homogenes se poursuit ensuite sur une colonne dgeBiP-2 (100-1800 Da ; Biorad ;
colonne : @ 2,5 cm x 70 cm) équilibrée dans I'eawssun débit de 10 mL*h Les fractions
oligosaccharidiques sont recueillies en sortie @lerme a I'aide d’'un collecteur (Redifrac ;
Pharmacia-Biotech.) et contr6lées par CCM (éluadmitanol, acide acétique, eau ; 2/1/1)
aprés réveélation par pulvérisation d’'une solutidh 0, 20 % a 0,1 % d’orcinol et passage a
I'étuve a 100°C.

111.3.3. Purification des oligosaccharides

L’hydrolysat ainsi obtenu est déposé sur colonnBid&el P-2 (100-1800 Da ; Biorad ;
colonne : @ 2,5 cm x 70 cm) et P-4 (800-4000 Dardl ; colonne : @ 2,5 cm x 70 cm). Les

oligosaccharides sont élués avec de I'eau dissiiéss un débit de 10 mL'tet collectés.
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IV.1. Syntheses

IV.1.1. Sel de sodium de I'acide sulfophtalique
O
NaO,S
OH
OH
O

De la soude (15 g, 0.375 mol) est dissoute dansinimum d’eau. Cette solution est
ajoutée avec précaution a l'acide sulfophtaliqu2 8., 0,21 mol). Le pH de la solution est
suivi et I'on s’arréte a la premiére équivalencel£f,3). L'eau est ensuite évaporée et le
produit est alors précipité par de I'éthanol. Léuson est filtrée sur Blichner et le précipité
est séché a I'étuve a 40°C pendant une nuit. Leeraent est de 95% et le produit est utilisé

sans autre purification supplémentaire.

170



IV.1.2. 4,4',4” 4 -tétrasulfonylphtalocyanine de fer (ReS)

HO,S
N =N
/ 'T' SO,H
N— Fe—N
HO,S \ |
N N —N
SO,H

Dans un ballon de I'acide sulfophtalique (64 mnigl,2 g), de I'urée (386 mmol, 23,2
g), du chlorure d'ammonium (35 mmol, 1,87 mg), difsge de fer (12 mmol, 3,34 g) en
présence de molybdate d’ammonium (0,2 mmol, 247 mg)tes les poudres sont broyées au
mortier, mélangées et déposées dans une boitetdeP&erre, elle-méme placée sur plaque
chauffante a 200°C pendant 2 h. Le produit de d&tién est caractérisé et dosé par 'UV-
visible Qimax €n nm /e en mol.* : 328 / 55700 ; 630 / 65008). Le rendement molaire
obtenu est de 76%,
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IV.1.3. 4,4',4” 4-tétrasulfonylphtalocyanine de mangease

(MnPcS)

HO.S
=N

/ T SO,H

N—/ Mn—N
HO,S \ IL

—N
SO,H

Dans un ballon de I'acide sulfophtalique (6,4 mnig¥2 g), de I'urée (3,8 mmol, 2,32
g), du chlorure d’ammonium (3,5 mmol, 187 mg), difate de manganése (1,2 mmol, 210
mg) en présence de molybdate d’ammonium (0,2 m@&iblmg). Toutes les poudres sont
broyées au mortier, mélangées et déposées darmileale Pétri, en verre elle-méme placée
sur plaque chauffante a 200°C pendant 2 h. Le jiraldula réaction est caractérisé et dosé
par I'UV-visible (\max €n nm /e en mol.I* : 506 / 7943 ; 640 / 26915 ; 714 / 5128&)Le
rendement (molaire) est de 16 %.

SM (MALDI) : m/z 886,91 [M+H]
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vV.1.4. 4,4',4” 4 -tétrasulfonylphtalocyanine d’aluminim

(AIPCS)
HO,S
N ~
/ | SO.H
N— Al—N
HO,S \ ,L
—N
SO,H

Dans un ballon de I'acide sulfophtalique (6,4 mng¥,2 g), de l'urée (3,8 mmol, 2,32
g), du chlorure d’ammonium (3,5 mmol, 187 mg), docure d’aluminium (1,2 mmol, 290
mg) en présence de molybdate d’ammonium (0,2 m&iblmg). Toutes les poudres sont
broyées au mortier, mélangées et déposées darmileale Pétri en verre, elle-méme placée
sur plague chauffante a 200°C pendant 2 h. Le jroldula réaction est caractérisé et dosé
par I'UV-visible (\max €n nm /e en mol.L* : 681/3870 ; 614/794). Le rendement molaire est
de 55 %.

SM (MALDI) : en cours
RMN *H : (400 MHz, DMSO ¢ 25°C), 7-8 ppm, protons aromatiques
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I\V.1.5. 4,4',4” 4-tétrasulfonylphtalocyanine de zin&ZAPcS)

HO,S
=N
/ 'T' SO.H
N— Zn—N
HO |
N —N
SOH

Dans un ballon de I'acide sulfophtalique (6,4 mnig¥2 g), de I'urée (3,8 mmol, 2,32
g), du chlorure d’ammonium (3,5 mmol, 187 mg), tilocure de zinc (1,2 mmol, 290 mg) en
présence de molybdate d’ammonium (0,2 mmol, 27 moYtes les poudres sont broyées au
mortier, mélangées et déposées dans une boitetdeP&erre, elle-méme placée sur plaque
chauffante a 200°C pendant 2 h. Le produit de d&tién est caractérisé et dosé par 'UV-
visible (\maxen nm & en mol.L* : 677/683 ; 636/496). Le rendement molaire estiié.

SM (MALDI) : en cours
RMN *H : (400 MHz, DMSO ¢, 25°C), 7-8 ppm, protons aromatiques
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I\VV.1.6. 4,4',4” 4 -tétrasulfonylphtalocyanine de nickéNiPcS)

HO,S
;NN
| SO_H
N— Ni—NnN
HO |
N —N
SO.H

Dans un ballon de I'acide sulfophtalique (6,4 mnig¥2 g), de I'urée (3,8 mmol, 2,32
g), du chlorure d’ammonium (3,5 mmol, 187 mg), thocure de nickel (1,2 mmol, 280 mg)
en présence de molybdate d’ammonium (0,2 mmol, gy, froutes les poudres sont broyées
au mortier, mélangées et déposées dans une boiteétle en verre, placée sur plaque
chauffante a 200°C pendant 2 h. Le produit de d&tién est caractérisé et dosé par 'UV-
visible (umax €n nm /e en mol.L* : 661/13792 ; 628/15895). Le rendement molairedest
42%.

SM (MALDI) : en cours
RMN *H : (400 MHz, DMSO ¢, 25°C), 7-8 ppm, protons aromatiques
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IV.1.7. 5,10,15,20-tétra(4-sulfonatophenyl)porphyringTPPS)

Dans un ballon de 100 mL, on place 710 mg (1,15 uaw tétraphénylporphyrine
(H.TTP) (préalablement purifiée sur colonne) en présete 30 mL d’'HSO, a 95% (0,16
mol), a 80°C. Aprés 20 h de réaction, la solutish acée dans un bain de glace et avec
précaution, la tétraphénylporphyrine sulfonée essée dans 100 mL d'eau distillée. La
neutralisation se fait par de la soude puis parsohgtion saturée de BaO; jusqu’a ce que la
porphyrine qui était verte devienne violette. Lduson est alors évaporée sous pression
réduite. La HTPPS est ensuite dissoute dans du méthanol ;lkepraeipitent & froid et sont
éliminés par filtration. Plusieurs lavages sontsanmgalisés avant I'évaporation du méthanol
sous pression réduite. L HPPS est reprise dans de I'eau et placée dans elebranes de
dialyse (dont le seuil de coupure est de 1000 Eaylant 48 h. Apres évaporation de l'eau, la

H,TPPS est obtenue sous la forme d’'une poudre \eadet:c un rendement de 87%.

Ri= 0,54 (CHCYMeOH/H,O 60/35/5)

RMN *H : (400 MHz, DMSO ¢, 25°C)& en ppm J en Hz), -2,93 (s, 2H, N pyrrole), 8,06
(d, J=7,9 HZ, 8H,H-m-ArSO:H), 8,19 (d,J=7,9 Hz, 8H,H-p-ArSO:H), 8,86 (s, 8HH

pyrrole).

SM (MALDI) : m/z 935,24 [M+H]

UV-Visible Amax €n nm /e en mol.L* dans I'eau: 413 (413242), 515 (5479), 552 (5868%)
(5030), 633(2608)
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IV.1.8. 5, 10, 15,20-tétra(4-sulfonatophényl)porphyrindeate
(FETPPS)

Dans un ballon 200 mg de,;H°PS (0,19 mmol, 1 ég.) sont dissouts dans 100 mL
d’eau distillée auxquels on ajoute 387 mg de L4640 (1,9 mmol, 10 ég.) dans un ballon
de 250 mL. La réaction est portée a 80 °C pendari.2Aprés refroidissement du milieu
réactionnel, le surplus de fer est précipité pamuithanol & froid. La solution est ensuite
centrifugée 15 minutes a 3000 rpm pour séparesdés La solution porphyrinique est alors
évaporeée sous vide puis reprise dans de I'eadl¢stivant d’étre placée en dialyse 48 h dans
des membranes de seuil de coupure fixé a 1000 ®aolution purifiée est alors elle aussi

évaporée a sec et I'on obtient une poudre marren am rendement de 43%.
R¢= 0,5 (CHC{/MeOH/H,O 60/35/5)

SM (MALDI) : en cours
UV-Visible Amaxen nm /e en mol.L dans I'eau: 392/68187 ; 528/8407 : 580/4727
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IV.1.9. 5, 10, 15, 20-tétra(4-sulfonatophényl)porphyriee d
manganese (MNnTPPS)

Dans un ballon 200 mg de,H°PS (0,19 mmol, 1 éq.) sont dissouts dans 100 mL
d’eau distillée auxquels on ajoute 335 mg d’acédatenanganése (1,9 mmol, 10 é€g.) dans un
ballon de 250 mL. La réaction est portée a 85 °@dpat 16 h. Aprés refroidissement de la
réaction, le surplus de fer est précipité par duhamol a froid. La solution est ensuite
centrifugée 15 minutes a 3000 rpm pour séparesdés La solution porphyrinique est alors
évaporeée sous vide puis reprise dans de I'eadlékéstivant d’étre mise en dialyse 48 h dans
des membranes de seuil de coupure fixé a 1000 Basolution ainsi purifiée est enfin

évaporée a sec ce qui permet d'obtenir une poudreomavec un rendement de 52%.
R¢= 0,56 (CHC}/MeOH/H,O 60/35/5)

SM (MALDI) : m/z 988,00 [M+H]
UV-Visible Amaxen nm /e en mol.L dans I'eau: 466/ 123625 : 562/15170 ; 596/10522
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V.1. Evaluation des propriétés biologiques de cytotoxité

des extraits

Les tests de cytotoxicité ont été réalisés au Llatboe d’Oncologie Cellulaire et
Moléculaire (EA 3410) de I'Université de Paris Xldlvec la collabration du professeur

Michel Kraemer et I'assistance technique de MmdeX8ainte Catherine.
V.1.1.Efficacité des xylanes en oncologie cellulaire etéaulaire

V.1.1.a. Lignée cellulaire

Les études ont été menées sur des cellules dgnkeltumorale A431 provenant de
'ATCC (American Type Collection Culture). Cettegtiée d’'un carcinome épidermoide
vulvaire humain se caractérise par une morpholagecellules épithéliales et un grand
nombre de récepteurs & 'EGE Par ailleurs, ces cellules sécrétent une quaimipértante
de VEGF (facteur de croissance endothélial vas@)laifavorisant I'angiogénese
(L'angiogenese est un mécanisme de néovasculangatnant naissance a partir d'un réseau
capillaire préexistant. Elle est particuliéremenportante et indispensable en particulier pour
la croissance des tumeurs, le développement destages)?°

V.1.1.b. Entretien cellulaire

La lignée cellulaire est cultivée dans un milieuctéture DMEM (4500 mg.mt de
glucose, pyruvate de sodium et glutaMAX), enricliiD % de sérum de veau foetal (SVF)
décomplémenté et contenant un mélange d’antibiesigg0 Ul.mL* de péniciline, 50 pg.mL
! de streptomycine) (Invitrogen). Les cellules semsemencées dans des tubes Falcon T75 a
raison de 5.10a 10 cellules.10 m[* de milieu de culture et maintenues en culture dans
incubateur a 37°C et 5% de ¢€©n atmosphére humide. A confluence, les celluteg s
rincées avec une solution saline de phosphate tanégo(PBS : Gibco) puis détachées par
une solution de trypsine-EDTA (0,0025% de trypsifgD1% d'EDTA ; Invitrogen) et
reensemencées au 1770 de la confluence dans de nouvelles boites de reult@haque

trypsination correspond a un passage numeéroté.
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V.1.2.Etude de la viabilité cellulaire

V.1.2.a. Tests MTT

L’effet des différents composés sur la viabilitdlidaire a été étudié grace a un test
MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5ptienyltétrazolium ; Sigma-Aldrichjf!

V.1.2.b. Etude des effets de doses et du temps

Les cellules sont ensemencées dans des plaquésplst® (Falcon) & raison de 5°10
cellules.100 pL* dans du milieu complet (10% de SVF). Aprés 24 krdeure, le milieu est
eliminé et remplacé par du milieu a 2% de SVF awemé des concentrations croissantes de
produits. Aprés 72 h de traitement, les celluled simcées au PBS puis incubées avec 100 pL
de MTT (0,2 mg.mL* de PBS pendant 4h & 37°C et 5% de,d®@ MTT réduit en bleu de
formazan, est solubilisé par I'addition de 100 pd BMSO (diméthylsulfoxide ; Sigma-
Aldrich) dans chaque puits. La densité optique (&)mesurée a 595 nm grace a un lecteur
de plaque Labsystem Multiskan MS. Le pourcentageviddilité cellulaire (%V) est

déterminé selon la formule suivante :

%V = [DO cellules traitée!Moy (Docellules non traitéeé]x:l-oO

V.1.2.c. Etude de la migration et de I'invasion cellulaire

L’effet des xylanes a été étudié sur la migratioriievasion des cellules A431 a été
étudié. Pour cela, nous avons utilisé des chamibeesulture (ou chambre de migration)
appelées chambres de Boyden (Becton Dickinson).c8ambres sont composées d'inserts
constitués d’une membrane poreuse (membrane denf,3ores de 8 pm), placés dans des

plagues de 24 puits (plaques companions ; Fal8atton Dickinson).

» Préparation des inserts pour la migration

Pour I'étude de la migration cellulaire, I'intériedes inserts (déposés dans les puits de la
plaque compagnon) est recouvert de 100 pL de femtime (& 100 pg.nit.dans du PBS) par
inserts. Apres une nuit a 4 °C, I'exces de fibrdimecest éliminé, les membranes sont rincées
2 fois au PBS puis saturées 1 heure avec 1% de(BBAmMine bovine ; Sigma-Aldrich). Le

milieu avec 1% BSA est finalement éliminé.
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» Préparation des inserts pour I'invasion

Pour I'étude de I'invasion cellulaire, l'intériedies inserts (déposés dans les puits de la
plaque companion) est recouvert par 100 pL de Witr 10 mg.mt PBS (Becton
Dickinson). La plaque de culture est alors placaéesd’incubateur a 37 °C pendant 3 heures,
puis sous une hotte a flux laminaire (12 & 24 upeur permettre la polymérisation du
Matrigel. Les inserts sont stockés a 4 °C puis dédgs 24 heures avant I'expérience avec

500 ul de milieu.

» Préparation des cellules pour la migration

Les cellules A431 sont ensemencées dans des tab@nF 25 a raison de 1.7%0.1¢
cellules.5 mL* par T25 dans du milieu de culture & 10 % de S\##&A 24 h, les cellules sont
rincées au PBS puis traitées par des solutions @500 uM des xylanes (dilution dans du
milieu a 10% de SVF) pendant 24 h. Des cellulesjasg de témoins, ne sont pas traitées
(milieu 10 % SVF). Apres les traitements par Ie$edents lots de xylanes, les cellules sont
rincées au PBS, détachées a la trypsine, puis éaspElles sont alors diluées dans du milieu

dépourvu de sérum mais additionné de 0,1 % de BSA.

» Préparation des cellules pour I'invasion

Les cellules ne sont pas pré-traittes mais sadépk simultanément au contact de
solutions a 50 ou 100 uM de xylanes dans les insert

» Migration cellulaire

Les cellules pré-traitées et non traitées (témaog} déposées dans les inserts recouverts
de fibronectine a raison de 10%id®llules.500 pL-1 par insert dans du milieu 0, H&@BSA.
Du milieu a 10 % de SVF est placé comme chémodainaaans les puits de la plaque
companion (500 pL par puits), afin de permettriotenation d’'un gradient chimiotactique de
part et d’autre de la membrane poreuse (Figurefe#\@4 h de migration dans I'incubateur a
37 °C, le surnageant est éliminé et les inserts roces au PBS sur chaque face. Les cellules
n'ayant pas migré au travers des pores (face iatdas inserts) sont éliminées par grattage
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avec un coton-tige, celles qui ont migré sur laditectine (face externe des inserts) sont
fixées pendant 10 minutes au méthanol, puis catoeke crystal violet. Les cellules sont
comptées au microscope (Zeiss Axiophot). L'ensembls cellules est dénombré
(grossissement X200) et les pourcentages de nograont déterminés en comparant le
nombre de cellules pré-traitées qui ont migre.tNJ au nombre de cellules non traitées qui

ont migré (Non traitee- AiNSi :

%Migration = (N aitces/Nnon traiteed X100

- incubation 20 R 37°C

- grattage des inserts au
coton tige

- Fixation 5 minutes
paraformaléhyde4 %

100 L Fibronecting(100
Hg/ml) pendant 24 & 4°C)

Insert . R
= - - Ringageal’ eau
3 Ringages PB - Colorational’Hemalun
Blocage 1 % BSA pendant 5 minutes
dans 1 H
. m ] | CellulesA431 (30 000 dans
, ; ——— ; , 250l de milieu avec 0.1 % BSA)

T

500ul milieu . _
310 % SVF Membrane PET 8m  pjaquecompanior(24 puits)

Figure 84 : Principe de la migration et de I'invastellulaires en chambre de Boyden

V.1.2.d. Invasion cellulaire

Les cellules non traitées sont déposées dans $estsnrecouverts par le Matrigel a
raison de 10.1Dcellules.500 pt* par insert dans du milieu 0,1 % de BSA contenant
différentes concentrations de xylanes de chéataigetied’argan et d’homoxylanes d’argan.
Comme précédemment, du milieu a 10 % de SVF esg€pians les puits de la plaque
companion (500 pL par puits). Apres 24 h d’invasitams l'incubateur a 37 °C, les inserts
sont récupérés et les cellules ayant traversé leidéh sont lavées, fixées, colorées et
comptées comme décrit pour I'étude de la migratides pourcentages d’invasion cellulaire

sont calculés de la méme maniere que les pourantegmigration.
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V.1.2.e. Zymographie
» Principe

L’activité gélatinolytique des métalloprotéasestDecontenues dans les surnageants de
culture ainsi que celle de leurs formes zymogésestadiée par zymographie. Il s’agit d’'une
électrophorese SDS-PAGE effectuée en conditongédurctrices. Le substrat de la protéase
étudiée (gélatine) est copolymérisé avec I'acrytimi

Les cellules sont ensemencées dans des plaquepudes §Falcon) & raison de 5010
cellules.2 mr* dans du milieu complet (10 % de SVF). L’expérienoenporte des temps de
traitement des cellules de 24 h, 48 h et 72 h. &\@#® h de culture, le milieu est enlevé et
remplacé par du milieu sans SVF pour les celluas tnaitées, et 0,015 mM des différents
lots de xylanes pour les cellules traitées poupriemiere plaque. Les autres plaques sont
maintenues avec 10 % de SVF pour 24 h et 48 h éoppltaires. Les surnageants des
cellules A431 (sans sérum) sont récoltés toute®4ekeures de traitement. Les surnageants
sont concentrés avec des centricons 1000g pendaBo I(Millipore) puis dilués dans un
tampon d’échantillon non réducteur SDS 4X, 30 nesuh température ambiante avant le
dépdt sur un gel de polyacrylamide 10 % co-polys&&iavec 1 mg.mt de gélatine
(Gélatine type B ; Sigma-Aldrich); substrat préfétiel des MMP-2 et MMP-9.
L’électrophorése débute a 60 V pendant 20 minutes ge poursuit a 160 V a 4 °C. Apres
migration, le SDS est éliminé par des lavages ssifsedans une solution de Triton sous
agitation a température ambiante pour permettneraturation des protéines, puis a 'eau
distillée. Les gels sont incubés dans un tampodigiestion (50 mM Tris-HCI pH 7,4 ; 0,2M
NaCl; 5 mM CaCl; 0,05 % Brij 35) contenant les éléments nécessa@r I'activité
enzymatique des MMPs durant 19 heures a 37 °C.eleg enfin coloré pendant 1 heure
dans une solution a 30 % de méthanol, 10 % d’aawé¢ique et 0,5 % de Bleu de Coomassie
R.250 puis décoloré dans des bains a 30 % de nuthd®d % d’acide acétique. Les
gélatinases sont révélées par une bande clainensiomd bleu, correspondant a la protéolyse

locale de la gélatine dans le gel.

Sur chacun des zymogrammes réalisés, une fracé®urhageant issue de la culture
de la lignée HT 1080 (Fibrosarcome humain, ATCCké&trétant les pro-MMP2 et pro-
MMP9 en quantité importante est déposée en paraliids échantillons analysés. La

quantification des plages de lyse est effectuée goalyse semi-automatique. La surface
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(un), ainsi que la densité grise des plages de lysemsesurées pour chaque dépot effectué,
les activités pro-MMP2 sont alors exprimées entéegmis.pnt. Les activités ainsi mesurées
sont ramenées au nombre de cellule déterminées adewatpue puits dont sont issus les
échantillons analysés (dosage de protéines). Danfacpouvoir normaliser 'ensemble des
valeurs obtenues et effectuer une comparaison atesgtés mesurées a partir des différents
gels, la valeur d’activité mesurée pour la plagdyde correspondant a I'activité pro-MMP2

sécrétée par HT 1080 est prise pour référenceaeude des valeurs lui est comparée.
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Annexe 1

Méthode de calcul de la concentration en oses &getren acides uroniques

En raison de l'interférence des acides uroniques de dosage des oses neutres, il est
nécessaire de corriger les calculs par la métheatsie par Montreuil et Spické. A l'aide

des solutions d’'oses neutres (Xyl) et d’acides iguwes (GIcA) témoins, on détermine la
pente de chaque droite étalon :

» Dosage au phénol : pentepour le Xyl
Pente-pour le GIcA

» Dosage au MHDP : pente=pour le Xyl
Pente® pour le GICA

A partir de ces pentes et en fonction des denspéigues (D.O) obtenues selon les
dosages, les concentrations en acides uroniques) @Uen oses neutres (ON) sont
déterminées grace aux formules suivantes :

- DO phénof-0. [ON] + B [AU]
* D.Omupp=a’ [ON] + B’ [AU]

On a alors :

* [ON] =[D.O pheno—B [AU]])/ o
* [AU] =[D.O ynpp—a’ D.O phéno] (o —a’ B)/a]
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Annexe 2

Méthode de calcul de la quantité d’acide acéticque e dosage par le kit enzymatique
(Boehringer Mannheim/R-Test Combination 148 261)

Calculation
According to the general equation for caleulating the concentration:.

V= MW
= Exdxvxiooo *AALN
Vv = final volume [mi]
= sample volume [ml]
MW = molecular weight of the substance to be assayed [g/mol]
1 = light path [cm)]

7]

= extinction coefficient of NADH at:
340 nm =63 [l x mmol”! x em™]
Hg 365 nm=34 [I x mmol™ x em™]
Hg 334 nm = 6.18[l x mmol™" x cm™']

t follows for acetic acid:

3.230 % 60.05 < AR 1.940 AA tic acid/l |
3= = x acetic acid/| sample
£ x 1.00 x 0.100 x 1000 E . snlu?iun]

f the sample has been diluted during preparation, the result must be
multiplied by the dilution factor F.

Nhen analyzing solid and semi-solid samples which are weighed out for
sample preparation, the result is to be calculated from the amount weighed:

Cacetic acid [0/ sample solution]
weightsgmple in g/l sample solution

Sontentyeeiic acid = x 100 [g/100 g]
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Conduite de Projet de recherche. Un nouveau chapitre de la
these
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Cadre général et enjeux de la these

Présentation succincte du sujet de these

Titre . « Extraction et valorisation biologique gmlysaccharides de
chataignier »

Lors de mon travail de thése, je me suis consada@®s un premier temps, a extraire
des polysaccharides c'est a dire des moléculea tanille des « sucres » a partir de bois de
chataignier en recourant a des méthodes de chimite \d'extraction (solvants moins
agressifs, non chlorés, prétraitements physiquesLes molécules ont ensuite été
caractérisées chimiquement (dosages colorimétriqabsomatographie haute et basse
pression, en phase gaz, RMN, spectrométrie de mgssdin d’évaluer l'incidence des
traitements mis en place sur la structure des a#éames. Enfin, ces molécules, des xylanes
dans mon cas, ont été testées en oncologie molkecuta cellulaire sur des cellules
cancéreuses afin d’en déterminer I'activité. Unadét structure/activité a également été
menée afin de comprendre I'étroite corrélationlguia structure chimique d’une molécule a

son activité sur un systeme biologique donné.

Contexte de la these

L’industrie du bois trés présente notamment dahsn®usin génere de nombreux co-
produits qui ne sont pas toujours valorisés et pourtant sont riches en molécules
essentiellement polysaccharidiqgues dont la paditél est d'étre inépuisables puisque
renouvelabled| s’agissait ici de proposer de nouvelles voiesxtfaction de ces molécules a
haute valeur ajoutée. Pour cela des protocolesiranbaux enzymes ont été développés ainsi
que l'utilisation de catalyseurs préalablement sgtisés. Par ailleurs, nous avons eu recours
a des techniques d’extraction physiques comme lesorondes ou les ultrasons et limité
I'utilisation de solvants. Outre un intérét acadgme lié a I'étude de l'effet des divers
traitements sur la structure des polysaccharidesuget, en proposant de nouvelles pistes de
valorisation biologique des glucuronoxylanes despprésente aussi un intérét appliqué qui
pourra étre directement transposé aux entrepréggsnales du secteur de la cosmétique et de

la pharmacie.
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Le Laboratoire de Chimie des Substances Naturebésune unité pluridisciplinaire
spécialisée, entre autres, dans la chimie desdgsclUn premier axe de recherche concerne la
synthese de molécules a visée thérapeutique, tpliedes porphyrines utilisées en tant que
photosensibilisateurs en photothérapie dynamique dancers, et des analogues de
nucléosides, des molécules développées en tanttiyiraux, anticancéreux et antibiotiques.
Ce laboratoire s'intéresse également aux voiesattgisation des fractions cellulosiques et
hémicellulosiques de co-produits agricoles et figes Mon sujet de thése est I'un des
premiers a faire la jonction entre ces deux thégnas. En effet il s’agit bien de valoriser la
fraction hémicellulosique (essentiellement compodéexylanes) de sciures de bois de
chataignier mais pour extraire ces molécules uapeépréalable de dégradation des lignines,
macromolécules qui assurent la rigidité du boispésessaire. Lors de cette étape nous avons
introduit des catalyseurs tels les phtalocyaningesdes porphyrines synthétisées bénéficiant
ainsi de l'expérience du LCSN dans ce domaine. Bls protocoles n‘ont a notre

connaissance pas été reproduit sur une matricaalég®mplexe telle que la sciure de bois.

Au cours de ce travail de thése, de nombreuses @emes scientifiques et savoir-
faire ont été mis a ma disposition, tels les proles d’extraction de polysaccharides végétaux
et les méthodes d’analyses de ces molécules notamenechromatographie en phase gaz.
J'ai ainsi bénéficié de I'expérience et du travdés chercheurs et des doctorants du
laboratoire en terme de glycobiologie et de chimés glucides sur lesquels je me suis
appuyée pour mener et faire avancer mon projetétet

Mon intérét s’est porté sur les polysaccharidesétadg car ce sont des molécules de
structures tres diversifiées, renouvelables etgmt@snt de nombreuses perspectives en termes
d’applications et de propriétés biologiques. Despla sont des molécules d’avenir et peuvent
devenir de réelles alternatives a des produitssissel I'industrie pétroliere. Cette these
s’inscrit logiqguement a la fois dans la suite dennidEA qui portait sur de nouvelles
méthodologies d’extraction de xylanes mais aussisdi@ projet qu'a le LCSN depuis
guelques années déja de valoriser les co-prodisitss ide la filiere bois. Ce travail portait au
départ sur I'extraction de xylanes alternativesa aniéthode alcaline. Mais face a certaines
difficultés, nous avons recentré nos rechercheslsurouvelles méthodes de délignification,
les lignines étant des macromolécules intimemegsliaux xylanes et qui empéchent leur

extraction.
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Gestion, évolution et colt du projet
Préparation et cadrage du projet

Tout projet qui se crée nécessite en amont uneapgpn mais é€galement une
évaluation des risques afin de limiter les échBess le cadre de ma thése, la préparation a
consisté en la recherche d’'un financement qui stest€rialisé sous la forme d’'une bourse
régionale. Des premieres expériences réaliséesliostage de master recherche ont permis
de voir ce qui pourraient fonctionner et ainsi dmmer un premier cadre a la thése. Les
nombreuses discussions avec mes encadrants leuDdGteent Gloaguen et le Professeur
Pierre Krausz mais aussi avec les autres membrdabduatoire ont permis d'évaluer les

risques mais également d’envisager une stratégamva limiter ces derniers au maximum.

Conduite du projet

Ce projet de thése s’est déroulé entre octobre 280¢uillet 2009 au sein du
Laboratoire de Chimie des Substances NaturellesSNLCEA 1069) de I'Université de
Limoges. Des points d’avancement réguliers aveceneadrants ont eu lieu sans périodicité
définie tandis que des réunions de laboratoirenfuprogrammées au cours desquels les
différents doctorants et stagiaires exposent léagaux, permettant ainsi une discussion
constructive avec tous les autres acteurs du LEO&INS la premiere phase de mon travail, jai
extrait et caractérisé structuralement des polysaaes de différentes essences selon des
méthodologies bien identifiées au laboratoire, @wenga permis d’acquérir dés le début de la
these les bases de I'extraction de biomolécules. |@auite, une collaboration avec le
Professeur Kraemer et Mme Sainte-Catherine du dabioe d’Oncologie Moléculaire et
Cellulaire de l'université de Paris Xlll, a permisétudier l'activité cytotoxique de ces
molécules sur des systemes biologiques. En paraEhouvelles méthodologies d’extraction
des polysaccharides impliquant des traitementsighgs ont été expérimentées sans succes
avec pour objectif de limiter le recours a des aots polluants. Nous nous sommes alors
réorientés vers I'établissement de nouveaux prééscde délignification, étape préalable a
I'extraction de nos polysaccharides d'intérét. Dangoremier temps, je me suis appuyée sur
ses connaissances en termes de biochimie pour opgezl un protocole enzymatique,
protocole qui a nécessité la mise en place d'um pl@&xpériences afin d’optimiser les
parametres de réaction. Les résultats n’étant pashauteur de nos espérances, j'ai poursuivi
ce travail par la synthése de composés tels leslquyanines et les porphyrines mimant

I'activité des enzymes précédemment utilisées mags sensibles a la température et au
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pH. Pour cela, je me suis appuyée sur la solidérgxmce du Dr Vincent Sol pour la synthése
de ces molécules, utilisées pour I'étape de déiggtion des sciures, qu’elle soit chimique ou

photochimique. Enfin, dans une derniére partie de these, je me suis intéressée aux
propriétés antioxydantes des xylanes extraits slEsmméthodologies innovantes détaillées
auparavant. N'ayant pas toujours, les compéteriesssavoir-faire et le matériel adéquat a
certaines spécialités, tels les tests biologiquestro ou I'analyse en masse des produits, ce
travail de thése a bénéficié de collaborations aliférents partenaires résumées dans le

tableau ci-dessous :

Laboratoire Participation

Laboratoire de Chimie des Substances NaturelleSR)C

UPRES EA 1069, Limoges Laboratoire d'accueil

Laboratoire d'Oncologie Moléculaire et Cellulaire

EA 3410, Paris XIII Tests biologiques vitro sur une lignée cancéreuse

RIO plateforme "Biopolymeres-Intéractions-Biologie

Structurale UR 1268, INRA de Nantes Spectres de masse MALDI des oligosaccharides

Laboratoire de Chimie StructuraliIrganique et Biologique

CNRS UMR 7613, Paris VI Spectres de masse des phtalocyanines et des pogsh

Evaluation et prise en charge du codt du projet

Une évaluation du colt de la these a été faiteemant compte des moyens en
personnel, (selon leurs catégories et en y incliEnicharges sociales), en matériel acheté
gu’il soit du consommable ou du matériel d’investiment, les éventuelles prestations
extérieures et les codts d’infrastructure liés nmoteent au fonctionnement ou aux batiments
(Tableau). Pour tout cela, le colt de ma thésessné a pres de 100 000 euros, 70% étant
absorbés dans les ressources humaines. Le deupiéste de dépense est I'ensemble des
consommables (solvants, produits...) suivi de prédgminfrastructures et le gros matériel.
L’origine des ressources provient de la régionwetahd social européen pour ma bourse en
particulier mais aussi pour certains contrats deheeche obtenus par le laboratoire. Le
ministere de la Recherche, en payant les ensegnecartcheurs du laboratoire mais aussi par
des contrats est l‘autre principal contributeur mptau charge financiere de ma thése. La
réalisation de ce travail d’estimation des coltslet charges m’a permis de réaliser qu'il
n'était pas si aisé de prendre en compte touso@ts @ue nécessite un projet et que parmi ces

charges, les salaires sont ceux les plus importants
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Co(t

Détails Nom.bfe unitaire Qu.o'te—r')art Total
d'unités utilisation
moyen
Ressources humaines Salaire brut | Charges
Doctorant année 1 1165 0 12 1165 13980
Doctorant année 2 1254 0 12 1254 15048
E:)u(it)orant année 3 (charges = 30% du salaire 1658,25 500 12 2158,25 1 25899
Encadrant 1 (charges = 40% du salaire brut) 3300 1320 36 166320 1/20 8316
Prime Encadrement 3360 3 3360 1/3 1120
Encadrant 2 (charges = 40% du salaire brut) 5200 2080 36 262080 1/50 5242
Prime Encadrement 6350 3 6350 1/8 794
Sous traitantes 500
Sous-total ressources humaines 70900
Consommables
Fournitures expérimentale
Dont verrerie 570
Dont solvants 370
Dont produits 6500
Dont bouteilles de gaz 700
Autres fournitures expérimentales 1600
Fournitures de bureau 30
Sous-total ressources consommables 9770
Infrastructures (entretien, loyer des locaux,
électricité, eau , chauffage, secrétariat...) 8800
Matériel (amortissements)
Matériel d'expérimentation 5500
Ordinateur de bureau et logiciel 1550
Sous-total ressources matériel 7050
Déplacements
Congreés en France 350
Congreés a I'étranger 550
Sous-total ressources déplacements 900
Formation
lere année 170
2éme année 110
3éme année 300
Sous-total ressources formation 580
Documentation et communication
Affranchissements, internet, téléphone 50
Communication impressions 150
Documentation (périodiques, livres...) 30
Sous—tota‘I re‘ssources Documentation et 230
communication
Total 98230
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Compétences et savoir-faire

Au cours de ma thése, j'ai développé de nombreegpsrtises scientifiques liées a mon
sujet de thése notamment sur [I'extraction, la vsddion et la modification de
polysaccharides. En termes de compétences teclsilgumaitrise des techniques d’analyses
des glucides, qui recourent a la HPLC, la RMN,dactrométrie de masse, I'IR, les dosages
colorimétriques et iodométriques. Cependant cdsntgaes d’analyse ne sont pas propres a
mon domaine et peuvent étre valorisées dans dsatmtextes. En termes pratique, en plus
des techniques d’extraction de biomolécules detgdane posséde également des bases de
synthese organique, mon sujet de thése étant @iciptinaire, au croisement de la chimie
organique, la biochimie et la biologie végétalai dinsi acquis des connaissances théoriques
et pratiques en phytochimie et en enzymologie, amsances que je n’avais pas eu l'occasion

d’acquérir au cours de mon cursus universitaire.

J'ai également acquis une expérience pédagogique & forme de vacations en
troisieme année de these. J'ai ainsi non seulemmcadré des travaux pratiques pour des
étudiants de licence mais j'ai mis au point cegale ces TP avec 'aide d’une technicienne.
Ce travail, nécessitant beaucoup de temps et @eiwité a été tres formateur. Auprés des
étudiants, jai du apprendre a expliquer et réex@r differemment ainsi qu’a adapter ma
communication et a parfois vulgariser pour mieukefgpasser les informations. Ce fut
également le cas lorsque j'ai eu a encadrer dediagiis de Licence et de Master. Jai
participé a la définition de leur sujet et de leakgectifs a atteindre, a leur suivi jusqu’a la
soutenance et a la correction de leur mémoire. Belar des compétences pédagogiques ainsi

gu’une certaine autorité furent nécessaires.

Le projet de these m’a permis de développer untaiocer aisance a l'oral que je
n'avais pas précédemment. En effet dans la receéacbommunication est trés importante et
au cours de leur thése, les doctorants sont antepéssenter leurs travaux oralement mais
aussi sous formes de posters lors de congrés aakau internationaux comme cela fut mon
cas. Il peut s’agir aussi d’articles, alors rédigésanglais, qui paraissent dans des revues
internationales. Un bon niveau d’anglais, des cégmcle synthése et/ou vulgarisation et de

linguistiques sont alors requises lors de ces eesc

En ce qui concerne le c6té administratif, jai appcomment fonctionnait un

laboratoire, jai acquis aussi des connaissances ti gestion des stocks qui nécessite de
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I'anticipation et de la concertation avec les autreembres du laboratoire au sujet des besoins
de chacun en consommables notamment. Pour l'iegestient dans du gros matériel, jai
établir des devis en faisant les meilleurs compsoemntre le colt et les performances
souhaités pour les appareils voulus. Lors de prnobde de délais de livraison avec les
fournisseurs, il a fallu les contacter et négo@eec eux, faisant appel a des qualités de

diplomatie.

Dans le cadre de ma thése, j'ai eu a travailleréguipe soit avec des personnes
extérieures au laboratoire ce qui m'a permis decr@er un réseau professionnel (cf tableau
présentant les diverses collaborations), soit alex personnes du laboratoire. De plus, la
plupart des appareils d’expérimentation sont ursgetele nombre de hottes est quant a lui
limitée mais plusieurs personnes en ont besoifuglident pour leurs travaux. Pour que le
laboratoire fonctionne correctement, un minimunrgémisation est requis d’'ou la création de
plannings ou chacun s’inscrit en fonction de sesioes. Ainsi, j'ai parfois du faire preuve de
conciliation et de négociation, soit pour céderdenmes créneaux soit pour en obtenir un de
quelgu’un d’autre. Ayant de bonnes qualités refatalles, jai pu sans probléme m’intégrer

au laboratoire.

Une autre compétence acquise pendant cette thésk egstion du temps tres
importante lors du déroulement de tout projet. pe=miers mois ont consisté a faire de la
bibliographie mais trés vite les expérimentations @u commencer pour ne pas prendre de
retard. Tout au long du projet de these, des dbjete résultats a atteindre ont été échelonnés
et pour cela jai du m’imposer parfois un planntyign précis. Le défi le plus difficile étant de
rendre la these dans les temps et que nous nouas ébnnés afin de pouvoir soutenir la thése
mi-juillet, ce qui a exigé de ma part une grandeacéé de travail et une adaptabilité de mes

horaires en fonction du travail a effectuer.

Les formations dispensées par I'école doctoralepaninis d’élargir mon champ de
compétences “non scientifiqgues”. Ainsi le modulBl ECO m’a permis de mieux me
familiariser avec le monde de I'entreprise en ca@npnt son mode de fonctionnement et ses
mécanismes. La formation “premiers secours” mé&amis d’acquérir les gestes qui sauvent
lors de situations bien précises et m’a permis tleitier a la prévention.

D’un point de vue plus personnel, jai pu au codesces trois années développer mes
autres qualités en plus de celles déja détaillééstdemment, notamment de rigueur avec la

volonté d'utiliser un plan d’expériences qui perrdetdéfinir les parametres qui ont le plus
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d’influence sur la réaction pour les optimiser. Mpglités de persévérance ont été mises a
I'épreuve pour surmonter les premieres difficuledsles échecs rencontrés au cours de ce
projet. Mon autonomie m’a permis de gérer ma tloeseme je le souhaitais en explorant des
domaines comme I'enzymologie ou la synthese dehyoimes en tant que catalyseur. Dans le
cadre de ma theése, il m’'a fallu aussi réunir dgsaciés d’analyse pour interpréter les
résultats obtenus qui n’étaient pas toujours cettendus. Enfin, lors de la rédaction du
mémoire, j'ai fait preuve de synthese et d’orgamsapour pouvoir établir un plan cohérent
qui puisse faciliter le travail des futurs rapparte Ce doctorat m’a permis aussi d’acquérir
une certaine maturité, du professionnalisme et meéleure confiance en moi et en mes

qualités.

Résultats, impacts de la thése

Les recherches effectuées au cours des ces troéesirde doctorat ont permis de
rendre compte de la complexité de la paroi cellelaiégétale et des nombreux difficultés
engendrées. Moyennant quelques optimisations eli@atéons I'un des protocoles mis en
place au cours de ce travail pourrait étre expérigna plus grande échelle. Les modifications
structurales des molécules extraites découlant’uddiskhtion de ces protocoles ouvrent
également d'autres voies de valorisation des cdipt® de la filiere bois. Enfin, les
propriétés biologiques découvertes sur ces polysames nous permettent d’envisager des
applications a plus long-terme en pharmacologidans I'industrie cosmétique.

Concernant mes perspectives d’avenir, mon premaerthat serait de partir a
I'étranger afin d’effectuer un stage post-doctocpl’jl soit d’ailleurs sur les polysaccharides
Ou sur une toute autre thématique, me permettarst ¢k cas précis d’élargir mon domaine de
compétence et d’expertise scientifique. Lors detmége, la vie dans un laboratoire ainsi que
la gestion d’'un projet de recherche en équipe méomtforté dans mon choix de poursuivre

une carriere dans la recherche scientifigue, a’eBoit publigue ou privée.
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RESUME

Extraction, caractérisation chimique et valorisatian biologique de glucuronoxylanes de
bois de chataignier-Développement de nouveaux prabés de délignification.

Les sciures de bois de chétaignier sont natureliémehes en polysaccharides d’intérét
industriel parmi lesquels les xylanes. L’obtentim telles molécules nécessite cependant la
mise en ceuvre de traitements chimiques agressif§rgjnent leur valorisation a grande
échelle. Dans un contexte de Chimie verte, diffta®stratégies de délignification chimique
et biochimique de sciure de bois de chataigniet'esttraction dans, et par I'eau, de xylanes
ont été développées. La délignification enzymatipae les laccases s'est avérée décevante
contrairement a celle développée a partir de mddécuétrapyrroliques tels que les
phtalocyanines ou les porphyrines de fer en mifietoxydé dont nos résultats démontrent
I'intérét de la mise en ceuvre. La structure, ains les propriétés biologiques en oncologie
moléculaire et cellulaire du @méthylglucuronoxylane de chétaignier ont par ldgeseté

caractérisées, nous permettant de préciser un@resdructure-activité.

Mots-clés: xylanes, hémicelluloses, extraction, structuralokisation, lignines, enzymes,
phtalocyanine, porphyrine, propriétés biologiques

SUMMARY

Extraction, chemical characterization and biologicévalorization of glucuronoxylans
from chestnut wood -Development of new delignifican processes.

Chestnut sawdust is rich in polysaccharides of stk interest, including xylans.
Experimental procedures for the extraction of theséecules usually make use of aggressive
chemical treatments that hamper their large scal®rization. In a context of Green
Chemistry, several chemical and biochemical ddiication processes of chestnut sawdust
have been developed, followed by water-extractibmytans. Enzymatic delignification by
laccases was found disappointing contrary to padtotaking advantage of radical reactions
generated by phthalocyanine or iron porphyrin irespnce of hydrogen peroxide.
Characterization of the chemical structure alonthwtudies of antitumoural properties led us

to find a structure-activity relationship for aGmethylglucuronoxylan from chestnut tree.

Keywords: xylans, hemicelluloses, extraction, structure,oxiahtion, lignins, enzymes,
phthalocyanine, porphyrin, biological properties




