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Les oligosaccharides pectiques ou POS sont des fragments de composition complexe issus de la dégradation chimique,
physique ou enzymatique de la pectine. Du fait de 1’intérét de leurs propriétés biologiques, les oligosaccharides pectiques font
I’objet de nombreuses études et trouvent aujourd’hui des applications dans des domaines aussi différents que la médecine,
I’agriculture et I’industrie agro-alimentaire. Cet écrit présente la structure des pectines ainsi que les différents modes de
production des POS en insistant particulierement sur les différentes enzymes microbiennes permettant de les obtenir et sur les
applications possibles de ces POS.

Mots-clés. Pectines, matiéres premicres renouvelables, enzymes pectinolytiques, fragments pectiques, prébiotiques.

Pectic oligosaccharides: production and potential applications. Pectic oligosaccharides (POS) are complex fragments
coming from the chemical, physical or enzymatic degradation of pectin. Many studies have been focused on pectic
oligosaccharides because of the interest of their biological properties, and POS have many applications in various fields
such as medicine, agriculture and agri-food industry. This paper presents the structure of pectins, the different ways of POS
production with particular emphasis on the various microbial enzymes used to obtain them and the possible applications of

these POS.

Keywords. Pectins, renewable raw materials, pectinolytic enzymes, pectic fragments, prebiotics.

1. INTRODUCTION

Les pectines sont des substances d’origine végétale.
Ce sont des polysaccharides complexes que [’on
retrouve principalement dans la lamelle moyenne et
la paroi primaire des plantes supérieures (Alkorta
et al., 1998 ; Blanco et al., 1999). Elles jouent un role
important dans 1’adhésion et le maintien des cellules
des tissus végétaux en formant un ciment rattachant
les cellules les unes aux autres (Iwasaki et al., 1998).
Les pectines sont constituées essentiellement par des
résidus d’acide galacturonique (GalA) liés entre eux
par des liaisons a-(1-4), partiellement acétylés ou
estérifiés par des groupes méthyles (Daas et al., 1999 ;
Bonnin et al., 2002a). Ces substances ont fait 1’objet
de nombreuses recherches portant notamment sur leurs
fonctions au sein de la paroi végétale, leur structure
chimique et leur caractérisation en tant qu’additifs.
Toutes ces recherches ont conduit au développement
de nombreuses applications dans des domaines aussi
différents que I’industrie cosmétique, plastique et
pharmaceutique, mais 1’utilisation la plus importante
se situe dans I’industrie alimentaire ou les pectines

sont essentiellement utilisées comme agents de texture,
gélifiants, stabilisants et épaississants (Thakur et al.,
1997 ; Mesbahi etal.,2005). Les pectines ont également
fait 'objet d’une attention particuliere de la part des
nutritionnistes. Elles sont en effet utilisées comme des
fibres alimentaires et exercent des effets physiologiques
sur le tractus intestinal en réduisant le temps du transit
et ’absorption du glucose (Olano-Martin et al., 2002).
Aujourd’hui, la consommation journaliere de pectines
dans un régime alimentaire occidental se situe entre 4
et 5g. Quant a la consommation annuelle mondiale
de pectine extraite industriellement, elle est estimée
a 45 millions de kg (Willats et al., 2006). Différents
procédés de transformation des pectines ont été mis
au point pour augmenter leurs potentialités en tant que
molécules bioactives. A I’heure actuelle, un domaine
relativement nouveau de la recherche se concentre
sur les propriétés fonctionnelles des oligosaccharides.
L’intérét majeur de ces nouveaux oligosaccharides
réside dans leur diversité de structure qui offre un large
spectre de propriétés et d’applications. L’ utilisation des
pectines dans le développement d’oligosaccharides a
effet prébiotique et pharmaceutique constitue un



154 Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 2011 15(1), 153-164

nouveau domaine émergent. Pour cela, un grand intérét
estporté aux oligosaccharides pectiques (POS) enraison
de leurs potentialités d’utilisation comme nouvelle
génération de prébiotiques. Certaines des qualités
attribuées a ces oligosaccharides sont la protection
contre le cancer du colon, une action antibactérienne,
la répression de 1’accumulation de lipide dans le foie,
I’inhibition de 1’adhésion des bactéries aux cellules
épithéliales et la stimulation de la croissance des
bifidobactéries et d’Eubacterium rectale (Manderson
et al., 2005 ; Qiang et al., 2009).

Nous présentons dans ce travail un état des
connaissances sur les pectines, sur la production des
oligosaccharides pectiques (POS) tout en insistant
sur la voie enzymatique de leur obtention et sur les
applications possibles de ces POS.

2. DESCRIPTION DES PECTINES ET DES
SOURCES

Le terme « pectines » fait référence a un ensemble
de polysaccharides complexes qui entrent dans la
composition des parois cellulaires de la plupart des
végétaux supérieurs (Daas et al., 1999).

Les pectines sont abondantes dans les fruits et les
légumes (Tableau 1) et évoluent avec la maturation
des tissus. Bien qu’elles puissent étre extraites d’un
grand nombre de végétaux, les principales sources
industrielles de pectines sont les marcs de pomme et les
écorces de citron et d’orange. Les pectines représentent
environ 0,5 a 4 % du poids frais du matériel végétal
(Kashyap et al., 2001), avec une masse moléculaire
variant de 10 a 400 KDa suivant leur origine (Sakai
et al., 1993). Les pectines présentent des propriétés
physico-chimiques spécifiques du fait de leur caractere
polyélectrolyte. Ce caractere leur confere la capacité de
s’associer entre elles et de former des gels en présence
de cations divalents tels que le calcium (Fang et al.,
2008). Généralement, les pectines sont caractérisées
par leur degré de méthylation (DM) défini comme étant
le pourcentage de groupements carboxyles estérifiés
par le méthanol (Levigne et al., 2002). Contrairement
a ’acétylestérification, la méthylestérification est en
proportion considérable dans les pectines natives (Tho
et al., 20006). Ainsi, en fonction du DM, on distingue :
— les pectines HM (hautement méthylées) : ce sont les

pectines dont le degré d’estérification est supérieur a

50 %,

— les pectines LM (faiblement méthylées) : ce sont les

pectines dont le degré d’estérification est inférieur a

50 %.

Le DM est un parametre important qui influe sur le
processus et le mécanisme d’association des pectines
dans la formation des gels. Les pectines HM forment
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Tableau 1. Teneurs en substances pectiques de quelques

végétaux — Pectic substances content of some plants

(Thakur et al., 1997).

Fruit Teneur en
substances
pectiques
(% du poids frais)

Pomme (Malus spp.) 0,5-1,6

Marc de pomme 1,5-2,5

Banane (Musa acuminata) 0,7-1,2

Pulpe de betterave (Beta vulgaris) 10

Carambole (Averrhoa carambola) 0,66

Carotte (Daucus carota) 0,2-0,5

Goyave (Psidium guajava) 0,77-0,99

Pulpe de citron (Citrus lemon) 2,5-40

Litchi (Litchi chinesis) 042

Mangue (Mangifera indica) 0,26-0,42

Zeste d’orange (Citrus sinesis) 3,5-5,5

Papaye (Carcia papaya) 0,66-1,0

Fruit de la passion (Passiflora edulis) 0,5

Péricarpe du fruit de la passion 2,1-30

Péche (Prunus persica) 0,1-09

Ananas (Ananas comosus) 0,04-0,13

Fraise (Fragaria ananassa) 0,6-0,7

Tamarin (Tamarindus indica) 1,71

Tomate (Lycopersicon esculentum) 0,2-0,6

des gels en présence de sucres neutres ou en milieu
acide, alors que les LM forment des gels en présence
de calcium. Mis a part le DM, le pH, la concentration
en sucre ou acide, la présence de chaines latérales, le
degré de polymérisation (DP) et la température jouent
également un rdle important dans la formation d’un
gel (Capel et al., 2006 ; Guillotin et al., 2007). Ces
propriétés font que les pectines sont d’une importance
considérable pour les industries alimentaire,
pharmaceutique, biotechnologique et les industries
de traitement de polluants (Willats et al., 2006 ; Fang
et al., 2008).

3.STRUCTURE MOLECULAIRE DES
PECTINES

Lespectines sontdes hétéropolysaccharides caractérisés
par une forte teneur en acide galacturonique (GalA),
monomeres li€s entre eux par des liaisons o-(1-4) et
partiellement acétylés ou estérifiés par des groupements
méthyles. Elles sont composées de différents
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polysaccharides associés : les homogalacturonanes,
les xylogalacturonanes, les rhamnogalacturonanes,
les arabinanes, les galactanes et les arabinogalactanes.
Cette association permet de décrire les pectines comme
étant constituées essentiellement de trois domaines
distincts, a savoir [’homogalacturonane et les
rhamnogalacturonanes I et II (RG-I et RG-II) (Perrone
et al.,2002).

3.1. Homogalacturonane

Les homogalacturonanes (Figure 1) représentent 57 a
69 % de la pectine (Jackson et al., 2007). Ce sont des
polymeres linéaires constitués uniquement d’acides
D-galacturoniques reliés entre eux par des liaisons
a-(1-4) et dont les fonctions carboxyliques et alcools
peuvent étre estérifiées respectivement par du méthanol
en position C6 et par 1’acide acétique en position C2
ou C3. Elles forment la zone lisse des pectines. La
méthylestérification des régions homogalacturonanes
détermine dans une large mesure [’application
industrielle des pectines et leur capacité d’interaction
(Ralet et al., 2005). En effet, de nombreuses
propriétés et fonctions biologiques des pectines sont
déterminées par une interaction ionique entre régions
homogalacturonanes (Ridley et al., 2001).

3.2. Rhamnogalacturonane type I

Le RG-I est une famille de polysaccharides pectiques
qui représente 7 a 14 % de la pectine et environ 20 a
80 % des rhamnoses du RG-I sont substitués (Ridley
et al., 2001 ; Jackson et al., 2007). Le RG-I d’un
degré de polymérisation (DP) d’environ 1000 est
constitué d’une alternance d’unités rhamnosiques et
d’unités galacturoniques [— 4)-a-D-GalA-(1—2)-
a-L-Rha-(1—=]. Comme dans I’homogalacturonane,
certains résidus d’acide galacturonique de RG-I sont
acétylés (Dumville et al., 2000 ; Perrone et al., 2002).
Différents substituants polysaccharidiques neutres
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sont capables de se greffer a ce squelette osidique
au niveau du carbone C4 du L-rhamnose (Figure 2).
Parmi ces substituants, on peut citer le L-arabinose,
le D-galactose, les arabinanes, les galactanes ou les
arabinogalactanes (Bonnin et al., 2002a). Chez certains
végétaux (betterave, épinard, etc.), les chaines latérales
peuvent étre substituées par des acides phénoliques
(acide férulique ou coumarique) estérifiant les fonc-
tions alcools en position 6 des résidus de galactose ou
en position 2 des résidus d’arabinose (Bonnin et al.,
2002b).

3.3. Rhamnogalacturonane type II

Le RG-II est un galacturonane substitué qui représente
10 a 11 % de la pectine et dont la structure complexe
est tres conservée au sein des especes végétales
(Jackson et al., 2007). Avec un DP d’environ 60
(Dumville et al., 2000), le RG-II comprend au moins
huit résidus d’acides galacturoniques liés en 1-4
constituant la chaine principale, sur laquelle sont
greffés quatre complexes glycosidiques différents
(Figure 3). Ces complexes glycosidiques sont
composés d’arabinofuranose, d’arabinopyranose, de
glucopyranose, de fucopyranose, d’apiofuranose et
de galactopyranose et d’autres sucres inhabituels tels
que le Dha : acide 3-déoxy-D-lyxo-heptulosarique, le
Kdo : acide 3-déoxy-D-manno-octulosonique et I’acide
acérique. Il contient également des sucres méthylés
rarement observés comme le 2-O-méthylxylose et le
2-O-méthylfucose (Ridley et al., 2001). Le RG-II se
présente principalement sous la forme d’un dimere
dans la paroi cellulaire des plantes par I’établissement
de liaison covalente de diester de bore. Cette liaison
est formée entre le OH-2 et le OH-3 des résidus 3-D-
apiofuranose de chaque sous-unité monomérique de
RG-II. En outre, il a ét¢ montré que seul le résidu
apiofuranose de chaque chaine latérale A participe
a cette dimérisation (Ishii et al., 1999 ; Ridley et al.,
2001).

/ Acétylation \7

CO,CH, H  OCOCH,
OH H o 0 H H
H OH H OH
L OH oNH  /h e _H H
OH CO,CH OH CO,CH,

OCOCH, COO~
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H
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Figure 1. Structure primaire d’un homogalacturonane — Primary structure of a homogalacturonan.
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Figure 2. Structure d’un rhamnogalacturonane I — Structure of rhamnogalacturonan I.

GalA : acide galacturonique — galacturonic acid ; Rha : rhamnose — rhamnose ; Ara : arabinose — arabinose ; Araf :
arabinofuranose — arabinofuranose ; Gal : galactose — galactose ; Fuc : fucose — fucose ; GIcA : acide glucuronique — glucuronic
acid ; OMe : méthylation — methylation ; OAc : acétylation — acetylation.

4. PRODUCTION DES OLIGOSACCHARIDES
PECTIQUES

Les oligosaccharides pectiques sont des fragments
pectiques de compositions complexes dérivés de
la pectine. Plusieurs modes de production des
oligosaccharides pectiques sont envisageables. Il peut
s’agir de traitements chimiques utilisant des acides
dilués ou concentrés (acide chlorhydrique, acide
sulfurique, acide trifluoroacétique, acide formique ou
acide nitrique) chauffés entre 50 et 90 °C (Courtois,
2009). Certains traitements physiques peuvent
également ¢&tre utilisés : thermique, micro-ondes,
irradiation <y et ultrasonication (Barreteau et al.,
2006 ; Courtois, 2009). Par exemple, le traitement
de polysaccharides par irradiation micro-ondes pour
obtenir des oligosaccharides entraine une diminution
des temps de réaction, de bons rendements et une
diminution des réactions secondaires. L’irradiation vy

induit principalement la formation de radicaux
hydroxyles libres qui catalysent la dépolymérisation du
polysaccharide (Courtois, 2009). Cependant, lorsque le
processus de dégradation est associé a une température
de plus de 100 °C, des quantités résiduelles de protéines
ou de peptides présents dans 1’échantillon peuvent
provoquer des réactions de Maillard, par conséquent
des molécules indésirables et potentiellement toxiques
peuvent se former (Courtois, 2009). Enfin, les
traitements enzymatiques permettent, contrairement
aux deux types de méthodes précédentes, des coupures
plus spécifiques des chaines pectiques. L’utilisation
d’enzymes permet de cibler le site de réaction et
d’opérer dans des conditions douces qui limitent les
réactions secondaires (comme la caramélisation). Ces
enzymes appartiennent au groupe des hydrolases ou
lyases et sont spécifiques des liaisons glycosidiques ;
toutefois, la présence de substituants sur les unités
osidiques peut inhiber le clivage du polymere. Les
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Figure 3. Structure primaire du rhamnogalacturonane Il avec quatre chaines latérales de structure différente (A-D) — Primary
structure of rhamnogalaturonan I with four structurally different side chains (A-D) (Ridley et al., 2001).

GalpA : acide galactopyranuronique — galactopyranuronic acid ; GlcpA : acide glucopyranuronique — glucuropyranuronic

acid ; Rhap : rhamnopyranose — rhamnopyranose ; Arap : arabinopyranose — arabinopyranose ; Galp :

galactopyranose — galactopyranose ; Fucp : fucopyranose — fucopyranose ; Xylp : xylopyranose — xylopyranose ; Araf :
arabinofuranose — arabinofuranose ; Apif : apiofuranose — apiofuranose ; Acef A : acide acérique — aceric acid ; Dhap : acide
3-déoxy-D-lyxo-2-heptulopyranosylarique — 3-deoxy-D-lyxo-2-heptulopyranosylaric acid ; Kdop : acide 3-déoxy-D-manno-2-
octulopyranosylonique — 3-deoxy-D-manno-2-octulopyranosylonic acid ; OAc : O-acétylation — O-acetylation ; 2-O-MeFucp :
2-O-méthylation fucopyranose — 2-O-methylation fucopyranose ; 2-O-MeXylp : 2-O-méthylation xylopyranose — 2-O-methylation

xylopyranose.

enzymes impliquées dans la dégradation des pectines
sont nombreuses du fait de la nature complexe du
polysaccharide.

4.1. Les enzymes pectinolytiques

Les enzymes pectinolytiques ou pectinases sont
un groupe hétérogéne d’enzymes qui hydrolysent

les substances pectiques et qui sont largement
distribuées dans les plantes supérieures et dans les
micro-organismes. Cette famille d’enzymes est
capable d’attaquer une variété de liaisons chimiques
des pectines. Le terme « enzyme pectinolytique » ne
concerne que les enzymes qui agissent sur la partie
galacturonique des substances pectiques (Figure 4) et
les enzymes capables de dégrader les chaines latérales
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Figure 4. Mode d’action des pectinases — Mode of action of pectinases.

PMGL : polyméthylgalacturonate lyase — polymethylgalacturonate lyase ; PMG : polyméthylgalacturonase — polymethylgalacturonase ;
PE : pectinestérase — pectinesterase ; PGL : polygalacturonate lyase — polygalacturonate lyase ; PG : polygalacturonase —

polygalacturonase.

ne sont pas classées parmi les enzymes pectolytiques.
La plupart des préparations commerciales de pectinases
sont d’origine fongique. Aspergillus niger est la
source fongique la plus communément utilisée pour
la production industrielle d’enzymes pectinolytiques
(Jayani et al., 2005).

Les enzymes pectinolytiques sont classées
selon la nature du substrat (pectine, acide pectique,
oligogalacturonate), le mécanisme de dégradation
(trans-élimination ou hydrolyse) et le type de clivage
(endo ou exo) (Favela-Torres et al.,2006). Ces enzymes
peuvent étre divisées en deux grands groupes : les
pectinestérases (PE) ou pectine-méthylestérases (PME)
et les dépolymérases (polygalacturonases et lyases).

Pectinestérases (PE) ou pectine-méthylestérases
(PME). Les PE catalysent I’hydrolyse des liaisons
esters méthyliques des pectines HM, entrainant
la libération de méthanol et la formation d’acide
polygalacturonique. L’activité de la PE peut étre
suivie soit par le dosage du méthanol libéré, soit par
la détermination de 1’augmentation du nombre de
carboxyles libres ou encore en utilisant un régulateur de
pH. En effet, I'ionisation du groupe carboxyle produit
un proton dans le milieu, ce qui cause une variation du
pH (Jayani et al., 2005). Les PE sont présentes dans
de nombreux végétaux supérieurs et elles peuvent étre
extraites de divers fruits tels que la banane, I’orange,
la tomate, la papaye et la pomme (Denes et al.,
2000). Mais elles peuvent étre aussi produites par des
champignons, des bactéries et des levures. Les PE
des végétaux, tres spécifiques des esters méthyliques
des acides pectiques, sont mieux connues que celles
d’origine fongique et bactérienne. Leur pH optimum

est compris entre 7 et 8, alors que les PE fongiques
et bactériennes sont plus actives a pH 4-5. Les PE
hydrolysent seulement les groupes esters adjacents a
un groupe carboxyle libre et enlévent ainsi les groupes
méthyles de la chaine les uns apres les autres dans
une direction donnée (Sakai et al., 1993). Beaucoup
de travaux ont été menés sur les propriétés physico-
chimiques et cinétiques des PE, cependant leur mode
d’action n’est toujours pas bien élucidé. Selon Jayani
et al. (2005), le mécanisme d’attaque des PE varie en
fonction de I’origine. Ainsi, les PE fongiques agissent
au hasard suivant un mécanisme « multi-chaine » par
lequel I’enzyme forme un complexe enzyme-substrat,
se dissocie apres la réaction et s’associe a nouveau
avec une autre molécule du substrat pour enlever les
groupes méthyles. En revanche, les PE des végétaux
tendent a agir a 'extrémité non réductrice ou a coté
d’un groupe carboxyle libre le long de la molécule
par un mécanisme « unichaine » ol le substrat est
progressivement déméthylé jusqu’a ce que I’enzyme
atteigne I’extrémité de la chaine ou un résidu qui
bloque sa progression pour se dissocier du complexe
enzyme-substrat (Cameron et al., 2008). Un troisieme
mode d’action a été évoqué : il s’agit d’'un mécanisme
d’attaque multiple qui est un mécanisme intermédiaire
aux deux premiers. Dans ce cas, I’enzyme catalyse la
transformation d’un nombre moyen de résidus pour
chaque complexe enzyme-substrat formé (Denes et al.,
2000 ; Cameron et al., 2008).

La PE est inhibée par 1’augmentation du
nombre des carboxyles libres le long des chaines
polygalacturoniques progressivement déméthylées.
Cette inhibition est due & la répulsion exercée par la
charge négative des carboxyles ionisés. La présence
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de cations (Ca™, Na*) pourrait contrecarrer cette
inhibition. Cette inhibition des PE serait également
due aux chaines latérales des sucres neutres dans la
molécule de pectine (Sakai et al., 1993).

Dépolymérases. Les dépolymérases sont des
hydrolases (polygalacturonasesetlyases)qui possedent
des activités endo- ou exo-galacturonases. Les
dépolymérases peuvent étre subdivisées, en fonction
du substrat et du mécanisme de clivage des liaisons
glycosidiques, en quatre catégories différentes : les
polygalacturonases(PG),lespolyméthylgalacturonases
(PMG), les polygalacturonate lyases (PGL) et les
polyméthylgalacturonate lyases (PMGL). Les PG
et PMG agissent respectivement sur les pectates et
les pectines par un mécanisme d’hydrolyse, tandis
que les PGL et PMGL agissent respectivement par
B-élimination sur les pectates et les pectines (Alkorta
et al., 1998). Suivant leur mode d’attaque, la réaction
peut se faire soit de maniere aléatoire, soit a I’extrémité
de la chaine, ce qui permet de distinguer les endo- et
les exo-dépolymérases (Jayani et al., 2005).

Les polygalacturonases (PG). Les PG sont des
enzymes pectolytiques qui catalysent I’hydrolyse
des liaisons glycosidiques o-(1-4) des pectines
acides (acide polygalacturonique). Ces enzymes
sont spécifiques des substances pectiques non ou
partiellement estérifiées par du méthanol. Elles
sont les plus étudiées parmi la famille des enzymes
pectolytiques. Les PG impliquées dans I’hydrolyse
des substances pectiques sont des endo-PG (EC
3.2.1.15) et des exo-PG (EC 3.2.1.67) (Jayani et al.,
2005). Deux méthodes ont été développées pour
déterminer I’activité des PG et des PMG. On apprécie
cette activité en mesurant la diminution de viscosité
ou I’augmentation du pouvoir réducteur du substrat
(acide pectique ou pectine). La comparaison des
mesures de viscosité et de pouvoir réducteur au cours
de la dépolymérisation des pectines et des acides
pectiques permet de faire la part des activités « endo »
et « exo ». Ainsi, avec une endo-PG, la viscosité
diminue de moitié quand seulement 2 a 3% des
liaisons glycosidiques sont rompues. Avec une exo-
PG, le méme abaissement de la viscosité n’est observé
qu’apres rupture de 20% des liaisons glycosidiques
(Sakai et al., 1993 ; Jayani et al., 2005).

Les endo-PG sont produites par divers micro-
organismes tels que des bactéries, des levures et des
moisissures. Elles sont aussi présentes chez certains
végétaux et surtout dans les fruits. En général, I’action
des endo-PG libere des mono-, di- et tri-acides
galacturoniques par un mécanisme d’attaque multiple
a chaine unique ou par un mécanisme d’attaque
« multi-chaine », dans lequel les mono-, di- et trimeres
s’accumulent seulement apres hydrolyse des produits
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initiaux de dépolymérisation. Pour les pectines HM,
I’hydrolyse n’a lieu qu’au niveau des résidus d’acide
galacturoniques non méthylés. Toutefois, lorsque le
DM augmente, la vitesse d’hydrolyse de I’enzyme
diminue (Sakai et al., 1993). Les exo-PG sont moins
fréquentes. Elles sont produites par des moisissures
et quelques bactéries. On distingue deux types : les
exo-PG fongiques avec comme produit final 1’acide
galacturonique et les exo-PG bactériennes qui
produisent principalement 1’acide digalacturonique.
Les PGisolées des différentes sources microbiennes
different nettement entre elles par leurs propriétés
physico-chimiques et leur mode d’action (Tableau 2).

Les lyases ou transéliminases. Les lyases dégradent
la pectine, les oligomeres et les polymeres d’acide
galacturonique. Ce sont des enzymes qui rompent
la liaison glycosidique C-O par un mécanisme de
B-élimination. Leur action dépolymérisante entraine
la libération d’uronides insaturés et d’oligomeres de
petite taille. La méthode la plus commode pour suivre
I’activité des lyases est la mesure de 1’augmentation
de I’absorbance a 235 nm due a la double liaison
produite a I’extrémité non réductrice des composés
insaturés. De plus, les méthodes de détermination
de I’activité des PG peuvent également étre utilisées
pour les lyases. Les lyases sont classées en différents
types sur base de leur mode d’action et en fonction du
substrat sur lequel elles agissent (Tableau 3).

Comme pour les PG, selon que la réaction
enzymatique se fait au hasard ou a I’extrémité de la
chaine, on distingue les endo- et les exo-lyases. Les
réactions catalysées par les lyases sont illustrées a la
figure 4.

Les PGL sont produites par plusieurs bactéries et
quelques moisissures pathogenes, avec les endo-PGL
plus abondantes que les exo-PGL. Les PMGL sont
produites par Aspergillus japonicus, Penicillium paxilli
et Pichia pinus. La plupart des lyases sont d’origine
microbienne. Les lyases bactériennes constituent le
plus grand groupe d’enzymes pectolytiques. Les PGL
sont activées par les ions Ca™ et, dans certains cas, par
d’autres ions divalents tels que Mg™, Co™* et Sr’*. Elles
sont, par contre, inhibées par 1’agent chélateur EDTA.
Les PMGL sont par contre actives en 1’absence d’ions
Ca™, mais la présence de Ca™ ou celle d’autres cations
les stimule. Les PMGL sont les seules dépolymérases
capables de dégrader les pectines HM sans action
préalable d’autres enzymes (Jayani et al., 2005).

4.2. Autres enzymes intervenant dans la
dégradation des substances pectiques

L’amélioration des connaissances sur les différences
structurales entre la chaine principale des régions
« lisses » et « hérissées » de la pectine a permis de
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Tableau 2. Propriétés biochimiques et physico-chimiques de quelques polygalacturonases (PG) — Biochemical and
physicochemical properties of some polygalacturonases (PG) (De Vries et al., 2001 ; Jayani et al., 2005).

Source PG Nature Masse pl Activité spécifique Top (°O) pHOp
moléculaire (Kda) (U-mg™)
Aspergillus japonicus EndoPG I 38 5,6 - 30 4,0-5,5
EndoPGII 65 33 - 30 4,0-5,5
Aspergillus oryzae EndoPGA 41 - - 45 5,0
Thermococcus aurantiacus Endo 35 59 5890 55 50
Aspergillus niger EndoPG I 61 - 982 43 38-43
EndoPGII 38 - 3750 45 30-46
Bacillus sp. KSM-P410 Exo 45 5.8 54 60 70
Penicillium frequentans Exo 63 - 2571 50 5,0
Aspergillus awamori Endo 41 6,1 487 40 5,0
Aspergillus alliaceus ExoPG1 40 5,7 - 45-50 3,5
Bacillus licheniformis Exo 38 - 209 69 11,0
Aspergillus alliaceus EndoPG 40 59 - 35 55
Sclerotinia borealis Endo 40 7.5 2 088 40-50 50
Aspergillus niger ExoPG I 66 5,6 - 60 38
ExoPG II 63 5.8 209 60 45
Saccharomyces cerevisiae Endo 39 - 2870 45 5,5
Tableau 3. Classification des lyases — Lyases classification (Jayani et al., 2005).
Enzyme Numéro Meécanisme Modéle Premier Produits
EC d’action d’action substrat
Endopolygalacturonase =~ 4.2.2.2  Trans-élimination Aléatoire Acide pectique Oligogalacturonates
lyase insaturés
Exopolygalacturonase 4229  Trans-élimination Avant-derniére Acide pectique Digalacturonates insaturés
lyase liaison
Endopolymethyl-D- 422.10 Trans-élimination Aléatoire Polyméthyl-D- Meéthyloligogalacturonates
galactosiduronate lyase digalacturonates  insaturés
insaturés
Exopolyméthyl-D- Trans-élimination Derniére Polyméthyl-D- Méthylmonogalacturonates
galactosiduronate lyase liaison digalacturonates  insaturés
insaturés

découvrir de nouvelles enzymes impliquées dans
la dégradation des chaines latérales des substances
pectiques (De Vries etal.,2001).Ces enzymes purifiées
ont également acquis une importance en tant qu’outils
analytiques dans les études structurales en raison de
leur grande spécificité. Une série d’enzymes, toutes
hautement spécifiques pour la région « hérissée » de
la pectine, a été purifiée et caractérisée. Parmi ces
enzymes, il y a lieu de citer les rhamnogalacturonases,
les arabinanases et les galactanases (Mutter et al.,
1998).

Rhamnogalacturonases. La rhamnogalacturonase
isolée a partir d’Aspergillus aculeatus est spécifique du
squelette rhamnogalacturonique au niveau de départ
des zones « hérissées » ou il existe une alternance
d’unités rhamnoses et galacturoniques. Deux endo-
rhamnogalacturonases (RhgA, RGase A) et deux
exo-rhamnogalacturonases (RG-rhamnohydrolase,
RG-galacturonohydrolase) ont été isolées chez cette
moisissure. Ces enzymes sont freinées dans leur action
par la présence de groupements acétyles (De Vries
et al.,2001).
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Les produits libérés par cette enzyme sont des
oligomeres linéaires composés d’une alternance de
rhamnose et d’acide galacturonique (4 a 6 résidus)
avec des résidus galactoses connectés a certains ou a
tous les résidus rhamnose (Schols et al., 1995).

Arabinanases. Les arabinanases sont des enzymes
capables d’hydrolyser les arabinanes, mais aussi
les chaines latérales d’arabinose présentes dans les
arabinoxylanes et les arabinogalactanes.

Dans la nature, différents micro-organismes
secretent des endo-arabinanases (EC 3.2.1.99) et
des arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) pour la
dégradationdespolysaccharidescontenantl’arabinose.
Cependant, la plupart des préparations enzymatiques
commerciales contenant des activités arabinanases
sont obtenues a partir de moisissures, comme par
exemple Aspergillus niger. Cette moisissure secrete
deux arabinofuranosidases (AbfA et AbfB) et une
endo-arabinanase. L’arabinofuranosidase de type A
agit seulement sur les petites chaines de résidus
arabinose liés par des liaisons a-(1-5), tandis que le
type B hydrolyse les liaisons a-(1-5), a-(1-3) et a-(1-
2) des résidus arabinoses. A la différence de certaines
arabinofuranosidases, I’arabinofuranohydrolase
d’Aspergillus awamori est incapable de libérer
I’arabinose de la pectine, mais est fortement spécifique
desrésidus d’arabinose liés au xylane (Gielkens et al.,
1999). L’endo-arabinanase agit au hasard sur les
liaisons a-(1-5) des polysaccharides d’arabinane qui
sont présents dans les chaines latérales de la pectine.
Cette enzyme augmente fortement |’efficacité de
la dégradation des arabinanes et influence 1’action
des arabinofuranosidases. Jusqu’ici, seulement une
exoarabinanase a été purifiée d’Aspergillus. Cette
enzyme libere principalement de 1’arabinobiose et
peu d’arabinotriose (De Vries et al., 2001).

Galactanase. Les galactanases sont impliquées dans
la dégradation des polysaccharides des plantes en
général et des pectines en particulier. Deux types
de chaines arabinogalactanes sont présents dans la
pectine. Le typel se compose d’unités galactose
liées par des liaisons (3-(1-4), alors que le type II
contient des résidus galactose liés par des liaisons
B-(1-3) qui peuvent étre substitués avec des résidus
galactose en [-(1-6). De plus, les deux types
d’arabinogalactanes peuvent étre substitués avec une
chaine d’arabinofuranose en a-(1-3). Parallelement
aux deux types d’arabinogalactanes, il existe deux
types de galactanases : les endo-f3-1,4-galactanases
et les exo-P-1,3-galactanases. La différence entre ces
enzymes réside dans leur capacité a hydrolyser les
liaisons B-(1-3), p-(1-4) ou B-(1-6) entre les résidus
de galactose. Les endo-f-1,4-galactanases sont
actives sur les galactanes et les arabinogalactanes de
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type I, libérant ainsi des galacto-oligosaccharides.
Les endo-3-1,4-galactanases bactériennes libérent
principalement du galactotriose et du galactotétraose,
bien que certaines liberent aussi du galactobiose (De
Vries et al., 2002). Les exo-f-1,3-galactanases sont
actives sur les arabinogalactanes de type II ou elles
hydrolysent spécifiquement les liaisons $-(1-3) (De
Vries et al., 2001).

5. APPLICATIONS POTENTIELLES DES
FRAGMENTS PECTIQUES

Différents oligosaccharides non digestibles (NDO)
sont produits et utilisés dans le monde aujourd’hui,
dont bien siir les fructooligosaccharides (FOS). Leurs
effets prébiotiques sont souvent mis en évidence et
de 13, certains effets favorables pour la santé. Les
POS présentent un potentiel de développement de
nouveaux prébiotiques sur le marché européen.
Cependant, a c6té de leurs effets fonctionnels, ils
sont aussi connus pour présenter d’autres propriétés
biologiques intéressantes, pour les végétaux
notamment. De 1a, leur ouverture dans la formulation
de nouveaux produits phytopharmaceutiques plus
respectueux de I’environnement.

5.1. Effet prébiotique des fragments pectiques

L’une des caractéristiques les plus importantes
des POS comme ingrédients alimentaires est leur
capacité a stimuler la croissance des bifidobactéries
intestinales. Par exemple, [’utilisation des POS
comme source de carbone entraine une augmentation
du nombre de bifidobactéries, de Lactobacillus et
d’Eubacterium rectale (Olano-Martin et al., 2002 ;
Manderson et al., 2005). Les oligosaccharides
de faible poids moléculaire (2-4 résidus) sont
bifidogeénes, toutefois ils ne sont pas aussi sélectifs
que les FOS (Rastall et al., 2002). De plus, le
DM joue un réle important dans les propriétés de
fermentation des fragments pectiques. Il a été montré
que les POS faiblement méthylés sont de meilleurs
substrats pour la croissance des bactéries que ceux
hautement méthylés (Dongowski et al., 2002 ; Olano-
Martin et al., 2002). Les perspectives d’utilisation
des hydrolysats de pectine dans les préparations
pour nourrissons ont montré que ces derniers
étaient bien tolérés et présentaient des changements
bénéfiques pour la microflore intestinale comme
I’abaissement du pH fécal (Fanaro et al., 2005).
Ainsi, les oligosaccharides pectiques peuvent étre
intéressants pour imiter les effets bénéfiques des
oligosaccharides du lait humain en combinaison avec
d’autres prébiotiques.
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5.2. Utilisation des fragments pectiques dans le
domaine de la santé

Un grand nombre d’études in vivo et in vitro a été mené
sur I’effet des NDO. Bien que certains des effets ne
soient pas clairement démontrés, certaines données
indiquent des effets cliniquement significatifs qui
justifient 1’ensemble des travaux actuels (Swennen
etal., 2006). Par exemple, les NDO sont connus
pour avoir des effets sur le métabolisme bactérien, la
croissance des bactéries dans le colon, la diminution du
risque de cancer, lamodulation du syst¢éme immunitaire,
la diminution du cholestérol (Mussatto et al., 2007 ;
Qiang et al., 2009). Les fragments pectiques font
partie des NDO et peuvent présenter des effets santé.
Ainsi, il a été rapporté que les fragments pectiques
pouvaient inhiber I’adhésion des bactéries aux cellules
épithéliales et ainsi étre utilisés comme des agents
thérapeutiques. Par exemple, 1’acide digalacturonique
empéche I’adhésion d’Escherichia coli sur les cellules
uroépithéliales in vitro (Hotchkiss et al., 2003). Olano-
Martin et al. (2003) ont montré que les POS exercaient
un role protecteur en inhibant les shiga-toxines
sécrétées par Escherichia coli O157:H7. Par ailleurs,
certains effets anti-cancérigénes ont été rapportés. Les
pectines et les POS sont capables d’induire une mort
par apoptose des cellules d’adénocarcinome HT-29 du
colon (Olano-Martin et al., 2003). Des essais réalisés
sur des lignées de cellules myéloides (Chauhan
et al., 2005) et sur des cellules cancéreuses de la
prostate (Jackson et al., 2007) ont montré les mémes
effets. En outre, certains dérivés de la pectine ont été
utilisés pour la préparation de vaccins, mais aussi en
tant que vecteurs dans ’administration de produits
pharmaceutiques (Souto-Maior et al., 2010).

5.3. Application des fragments pectiques dans le
domaine agricole

Dans le domaine agricole, les POS peuvent induire des
réponses biologiques chez certaines plantes (molécules
élicitrices). Les oligogalacturonides (OGA) sont
impliqués dans les réactions de défense, la croissance
et le développement des végétaux (Messiaen et al.,
1994 ; Baldan et al., 2003). Ainsi, les essais réalisés
sur des pousses de célosie (Celosia argentea L.) par
Suzuki et al. (2002) ont montré que leur croissance
était améliorée en présence d’acide polygalacturonique
de DP 8. Des OGA de DP supérieur a huit stimulent
la croissance des cellules de carotte en suspension
(Daucus carota), mais aussi la croissance de plants de
tomate (Lycopersicum esculentum) (Van Cutsem et al.,
2008).

Il a été également rapporté que les OGA sont
capables d’induire la floraison sur des explants de
tabac. Ils stimulent aussi la différenciation cellulaire
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du péricycle et favorisent la maturation des tomates
et d’autres fruits. Les OGA inhibent cependant
I’élongation de la tige du pois (Marfa et al., 1991 ;
Dumville et al., 2000 ; Ridley et al., 2001 ; Baldan
et al., 2003). La plupart des réponses biologiques sont
obtenues avec des OGA de DP variant de 10 a 16, dont
le plus actif est de I’ordre de 12 (Messiaen et al., 1994 ;
Ridley et al., 2001 ; Baldan et al., 2003). Plusieurs
travaux indiquent cependant que les OGA autres que
ceux de DP 10 a 16 peuvent étre biologiquement actifs.
Par exemple, les OGA de DP 2 provoquent I’inhibition
des protéases dans les plants de tomate. De plus, les
DP 2 et 3 insaturés a I’extrémité non réductrice sont
actifs. Les OGA de DP 2 a 6 induisent la biosynthese de
I’éthylene dans les plants de tomate, le pentasaccharide
(DP 5) étant le plus actif. Au cours de la maturation de
la tomate, le triacide galacturonique (DP 3) inhibe la
production de I’endopolygalacturonase (Ridley et al.,
2001).

6. CONCLUSION

Utilisées depuis longtemps comme agents de texture,
gélifiants, stabilisants et épaississants, les pectines sont
une source d’ingrédients pour des aliments santé. Les
progres réalisés dans la connaissance des enzymes
de clivage des pectines ont mené au développement
d’oligosaccharides non digestibles : les fragments
pectiques (oligosaccharides acides dérivés de pectines).

Ces biopolymeres émergents trouvent des
applications dans des domaines divers, alimentaires
ou non alimentaires. Leurs principales applications
comprennent la fonction élicitrice des plantes, la
protection contre le cancer du colon, la stimulation
de la croissance de bactéries bénéfiques dans le colon
(prébiotiques), I’inhibition de 1’adhésion des bactéries
aux cellules épithéliales, mais aussi I’induction d’une
mort par apoptose des cellules d’adénocarcinome du
colon. Pour exploiter les fragments pectiques, il est
nécessaire d’obtenir des molécules pures en grande
quantité. Des stratégies sont continuellement en
cours afin de développer des méthodes de production
compétitives sur le marché.
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