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Biochimie végétale.

Etude structurale des chaines latérales
des pectines de betterave

par F. GUILLON et J.-F. THIBAULT

Laboratoire de Biochimie et Technologie des Glucides,
INRA, rue de la Géraudiere, 44072 Nantes Cedex 03.

(recue le 2 décembre 1987 ).

Summary. — The hairy fragments of beet pulp pectic substances
(fragments of thamnogalacturonan carrying neutral sugar side chains)
have been subjected to acid and enzymic degradations and methylation.
A special attention was paid to feruloy! ester groups. The results show
that the hairy fragments of beet pectins consist of fairly branched ara-
bans and more linear galactans. Some traces of xylose are also detected.
Feruloyl ester groups are covalently linked to the hairy fragments.
30 74 are linked to the arabinosyl! fraction and the remaining to the
galactosyl fraction.

Résumé. — Les zones branchées (fragments du squelette rhamno-
galacturonique portant des chaines latérales d’oses neutres) ont été
soumises & des perméthylations et des dégradations chimiques et enzy-
matiques. Une attention particulidre a été portée a la localisation des
groupes féruloyles. Les résultats montrent que les chalnes Ilatérales
comportent des arabinanes hautement branchés, des arabinogalactanes
de type I peu branchés et des arabinogalactanes de type II plus ramifiés.
Les groupes féruloyles sont liés de fagon covalente aux zones branchées.
30 97 sont liés aux résidus arabinosyles, le reste semble associé aux
résidus galactosyles.

Les pulpes de betterave constituent un sous-produit de I’industrie
sucriére bon marché et abondant. Ces pulpes contiennent environ 30 %
de pectines. Cette teneur est comparable & celle des marcs de pomme et
d’écorces d’agrumes mais les pulpes de betterave ne peuvent &tre utilisées
en substitution de ceux-ci comme source de pectines commerciales en
raison du mauvais pouvoir gélifiant des pectines extraites. Des études
récentes, réalisées par Rombouts et Thibault (1, 2), ont montré que les
pectines de betterave sont composées de régions homogalacturoniques
ou zones « lisses » juxtaposées 3 des régions rhamnogalacturoniques
portant des chaines latérales d’oses neutres ou zones « branchées »,
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Ces pectines présentent deux caractéristiques intéressantes et origi-
nales. Elles possédent des groupes acétyles liés par des liaisons esters
au moins 4 75 % des acides galacturoniques dans les zones lisses (3) qui
seraient responsables du mauvais pouvoir gélifiant des pectines (4). La
deuxiéme caractéristique concerne la présence de groupes féruloyles
liés par des liaisons esters aux chafnes latérales d’oses neutres. Des faits
analogues sont reportés sur des pectines d’épinard (5). Un nouveau mode
de gélification a été proposé sans addition d’ions calcium ou de saccharose;
il repose sur la réticulation des pectines par « couplage » des résidus
féruliques de deux chaines pectiques en présence d’un agent oxydant,
tel que le systéme peroxydase-peroxyde d’hydrogéne (6) ou le persulfate
d’ammonium (7). Ce nouveau procédé est susceptible d’offrir de nou-
velles possibilités de valorisation des pectines extractibles des pulpes de
betterave.

Afin de préciser la localisation des groupes féruloyles, nous avons
procédé 4 une étude structurale des pectines de betterave. Les pectines
ont été extraites & partir d’un matériel insoluble dans I’alcool par de
I’acide chlorhydrique 0,05 N & 80° C. Les zones « branchées » ont été
isolées et la structure des chaines latérales d’oses neutres a €té étudiée
par des méthodes chimiques et/ou enzymatiques.

Matériel et méthodes. — PREPARATION DES PECTINES PURIFIEES ET DE
LEURS ZONES BRANCHEES. — L’extraction des pectines par de I’acide
chlorhydrique 0,05N & 80°C A partir d’un matériel insoluble dans
I’alcool (MIA) et la préparation des zones branchées en utilisant une
endopolygalacturonase ont été réalisées selon le protocole décrit par
Rombouts et Thibault (1, 2).

CHROMATOGRAPHIE DE TAMISAGE MOLECULAIRE. — Les pectines ou les
pectines dégradées (6 mg) sont injectées sur une colonne de Sépharose
CI-2B (86 x 2,6 cm) ou de Sépharose CL-6B (50 X 1,6 cm), éluées & un
débit de 20 ml/h par un tampon acétate de sodiom (pH 4) de force
ionique 0,1 M. Les oligosides sont injectés sur une colonne de Biogel P2
(203 x 1,5 cm), thermostatée 3 65° C et éluée i un débit de 50 mi/h
par de I’eau.

LES METHODES ANALYTIQUES. — La teneur en acide galacturonique a
été déterminée par la méthode au métahydroxydiphényl, automatisée par
Thibault (8). Les oses neutres sont analysés sous forme de leurs acétates
d’alditols par chrematographie en phase gazeuse (9). Ils sont détectés
dans les éluats de colonne par la méthode a Iorcinol (10).

La teneur en groupes féruloyles est mesurée par spectrophotométrie
a % = 375nm et 2 pH 10 en utilisant un coefficient d’extinction molaire
de 31 600 (5).

L’analyse des liaisons glycosidiques par perméthylation est réalisée
selon la méthode d’Hakomori (11) modifiée par Lomax et Conchie (12).
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HYDROLYSE ACIDE MENAGEE. — Les zones branchées (10 mg) sont
dispersées dans une solution d’acide trifluoroacétique (TFA) 0,05 N
(0,5 ml) pendant 1 heure & 100° C. L’hydrolysat est injecté sur une
colonne de Biogel P2 éluée par de ’eau. Les fractions sont analysées

comme décrit ci-dessus.

HYDROLYSE ENZYMATIQUE. — Les zones branchées sont incubées en
présence d’une arabinofuranosidase, d’une endoarabinanase et d’une
endogalactanase purifiées (13, 14). Les conditions de réaction sont les
suivantes : les zones branchées (10 mg) sont incubées en présence de
I’enzyme (arabinofuranosidase, endoarabinanase ou endogalactanase)
dans un tampon acétate de sodium 0,05 M pH 4 4 30° C pendant des
temps variables. Les produits d’hydrolyse sont analysés par chromato-
graphie liquide haute pression selon la méthode de Voragen et coll. (15).

Résultats et discussion. — EXTRACTION DES PECTINES. — Le rendement
en pectines brutes a partir du MIA est de 18,7 %. La teneur en acide
galacturonique est de 44,4 9. Ces pectines ont été purifiées par préci-
pitation par I’acétate de cuivre. La teneur en acide galacturonique aprés
purification s’éléve a 55,8 9.

COMPOSITION ET PROPRIETES DES PECTINES PURIFIEES. — La composition
et les propriétés sont indiquées dans le tableau I. Les pectines présentent

TaBLEAU I. — Caractéristiques chimiques et viscosimétriques des pectines,
de leurs zones branchées et des résidus d’hydrolyses chimique et enzymatique.

Zones Résidu Résidu

Fraction Pectines branchées TFA 0,05N  enzymatique
Rendement (%) 29,0 (a) 54,7 (b) 58,8 (b)
Ac galacturonique 55,8 17,6 32,2 29,4
Oses neutres
Rhamnose 2.8 7,2 13,2 12.2
Arabinose 12,4 45,8 26,7 31,4
Xylose 0,3 0,8 1,1 1.4
Mannose —_— — — —
Galactose 4,7 17,9 25,8 25,5
Glucose 0,2 0,6 1,1 —
Méthanol 6,3 (64,1) — — —
Acide acétique 4.4 (23,5) — — —
Groupes féruloyles 0,7 (1,8) 1,8 (1,7) 2,4 (3,4 1,9 (3,25)
Protéines (N x 6,25) 3,8 5,1 nd nd
[} ml/g 247 42,3 nd nd
Coefficient de Huggins 0,56 1,34 nd nd
Mv 45 800 12 300 nd nd

Les nombres entre parenthéses correspondent respectivement aux degrés de méthyla-
tion, d’acétylation et de féruloylation.

(a) exprimés relativement aux pectines purifiées.

(b) exprimés relativement aux zones branchées.

nd : non déterminé.
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une teneur élevée en oses neutres (20,4 %) comparativement aux pectines
de marcs de pomme ou d’écorces d’agrumes. L’arabinose, le galactose
et le rhamnose sont les oses neutres prépondérants. Le degré de méthyla-
tion (64 %) est plus faible que celui des pectines de pomme et agrumes.
Les pectines se différencient de ces derniéres par leur teneur en groupes
acétyles (4,4 %) et par la présence de groupes féruloyles (0,7 7). La
masse moyenne viscosimétrique est relativement faible par rapport a
celle des pectines de pomme et de citrus. La chromatographie des pec-
tines purifiées sur gel de Sépharose CL-2B (Fig. 1) montre une distri-
bution large des masses moléculaires. Le rapport acide galacturo-
nique/oses neutres n’est pas constant, ce qui indique une hétérogénéite
chimique des pectines. Les pectines présentent des caractéristiques
similaires & celles obtenues pour la méme fraction par Rombouts et
Thibault (1).
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FiG. 1. — Chromatogramme des pectines purifiées sur gel de Sépharose CL-2B.
A : acide galacturonique; B : oses neutres; () : acide férulique (échelle de droite)

OBTENTION ET CARACTERISATION DES ZONES BRANCHEES. — L’action de
I’endopolygalacturonase sur les pectines purifiées, préalablement démé-
thylées et désacétylées, met en évidence un matériel de haute masse
moléculaire, riche en oses neutres, résistant & I’hydrolyse enzymatique
qui peut &tre séparé des oligoméres de ’acide galacturonique par chroma-
tographie de tamisage moléculaire (Fig. 2). Ce résultat peut s’interpréter
par Pexistence dans les pectines de betterave de zones lisses, homo-
galacturoniques, juxtaposées a des zones branchées, riches en oses
neutres. Des structures similaires sont observées pour les pectines de
pomme (16, 17, 18), de cerise (19), de raisin (20).

La composition et les propriétés des zones branchées sont indiquées
dans le tableau 1. Elles présentent un rapport molaire oses neutres/acide
galacturonique égal a 5,1. L’arabinose, suivi du galactose puis du rham-
nose sont les oses neutres prépondérants. Elles contiennent tous les
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FiG. 2. — Chromatogramme sur gel de Séphacryl S200 des produits de dégradation
par ’endopolygalacturonase des pectines déméthylées et désacétylées.

A : acide galacturonique; M : oses neutres; O : acide férulique (échelle de droite).
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F1G6. 3. — Chromatogramme sur gel de Sépharose CL-6B des zones branchées.
A : acide galacturonique; M : oses neutres; () : acide férulique (échelle de droite).

résidus féruliques. La masse moyenne viscosimétrique est de 12 300,
en supposant que la relation de Owens et coll. (21) s’applique & ces
molécules. La chromatographie des zones branchées sur gel de Sépha-
rose CL-6B (Fig. 3) montre que les zones branchées pectines présentent
une plus grande homogénéité chimique et une distribution plus étroite
des masses moléculaires que les pectines initiales. Les zones branchées
isolées sont trés proches de celles caractérisées & partir de la méme
fraction par Rombouts et Thibault (2).

ETUDE STRUCTURALE DES CHAINES LATERALES DES ZONES BRANCHEES.

— Analyse des liaisons glycosidiques par perméthylation.
de méthylation sont rapportés dans le tableau II. 16 acétates d’alditol
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TaBLeAU II. — Analyse quantitative des dérivés méthylés par chromatographie
en phase gazeuse des zones branchées initiales et aprés hydrolyse par le TFA 0,05 N.

Quantité pour cent

Position
des groupes Position Zones Résidus
Résidus glycosylés méthyles des liaisons branchées TFA 0,05 N
Arabinofuranose 2,3,5 Termf 22,8 7,6
Arabinopyranose 2,34 Termp 1,0 —
Arabinofuranose 3,5 2 0,5 —
2.5 3 0,5 3,5
2,3 5 20,3 20,4
2 35 16,7 4,6
3 25 1,6 —
235 2,7 1,0
Total 66,1 (67,6) 37,1 (39,3)
Galactopyranose 2,3,4,6 Term 8,1 17,4
2.4,6 3 2,6 —
2,3,6 4 8,6 20,1
2,34 6 — —
2,3 46 - 5,2
3,6 24 —_ —
6 234 — —
2,6 43 .8 —
2,4 36 .5 —
2346 — —
Total 23,6 (21,3) 42,7 (38)
Rhamnose 3,4 2 6,2 11,6
3 24 4,1 8,6
Total 10,3 (11,1) 20,2 (19,4)

Les nombres entre parenthéses correspondent aux pourcentages molaires obtenus
a partir des oses parentaux sous forme de leurs acétates d’alditols.

partiellement méthylés sont séparés. La réaction de méthylation est
compléte comme I’attestent le bon accord entre la composition en oses
neutres obtenue en calculant la somme des dérivés méthylés issus du
méme sucre et celle obtenue par ’analyse directe et le rapport oses
neutres terminaux/oses branchés voisin de ’unité. Ces résultats mettent
clairement en évidence la présence de structure d’arabinanes et d’arabino-
galactanes de types I et II. Les arabinanes sont constitués de résidus
arabinosyles liés en a-(1,5), fortement branchés et dont le C? constitue
le point de branchement. Ces caractéristiques rappellent celles décrites
pour les arabinanes pectiques (22 & 25). Les galactanes de type I, compo-
sés en majeure partie de galactose lié en 3-(1,4), peu ramifiés et de faible
degré de polymérisation sont majoritaires relativement aux arabino-
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galactanes de type II, constitués de résidus galactosyles liés en (1,3),
(1,6) et (1,3,6) et fortement ramifiés. L’existence d’arabinogalactanes
de type II en tant que chaines latérales d’autres molécules a déja été
signalée (26). Ces diverses chaines latérales seraient attachées au squelette
rhamnogalacturonique au niveau du C* des résidus rhamnosyles.

Hydrolyses acides ménagées. — Le profil d’élution de 1’hydrolysat sur
Biogel P2 est présenté sur la figure 4. Il est caractérisé par la présence de
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F1G. 4. — Chromatogramme sur gel de Biogel P2 des produits d’hydrolyse
par le TFA 0,05 N (1 h 2 100° C) des zones branchées.
A : acide galacturonique; B : oses neutres; () : acide férulique (échelle de droite).

pics numérotés de 1 & 3 et par la présence d’un matériel élué au V, de
la colonne. De trés faibles quantités d’acide galacturonique sont éluées
dans le domaine de fractionnement de la colonne. 77,6 %, de 1’arabinose
natif, 35,3 9, du galactose natif et 46 % des groupes féruloyles sont
libérés. 84,5 9 de ’arabinose libéré et 41 %/ du galactose libéré sont
retrouvés a 1’état de monomére dans le pic 1. Ce dernier contient en
addition des composés comprenant un résidu glycosidique (arabinose
ou galactose) associé par des liaisons esters & un résidu férulique. Leur
présence au sein de ce pic, attestée par D’existence d’un maximum
d’absorption & 375 nm a pH 10 sur le spectre d’absorption (250 nm 2
450 nm), résulterait vraisemblablement d’interactions entre le gel et le
composé phénolique. Le matériel élué au V, représente 54,7 9, des
zones branchées initiales. La composition osidique est indiquée dans
le tablean I. Les oses neutres représentent 67,8 % de la fraction glyco-
sidique. La teneur en arabinose a diminué au profit de la teneur en
galactose et en rhamnose. La teneur en groupes féruloyles relativement
aux zones branchées initiales a angmenté. Les résultats de I’analyse des
liaisons glycosidiques sont reportés dans le tableau II. Comme précé-
demment, la réaction de méthylation semble satisfaisante. Comparati-
vement aux zones branchées initiales, on observe une diminution des
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dérivés arabinosyles terminaux liés en position 3 et 5 alors que la pro-
portion d’arabinose lié en (1,5) n’a pas diminué. La composition en
dérivés méthylés des fractions galactosidiques et rhamnosidiques n’est que
peu modifiée. Le traitement par le TFA 0,05 N, 1 h a 100° C, élimine
donc trés rapidement les résidus arabinofuranosyles en position péri-
phérique ce qui se traduit par une linéarisation de la fraction arabinane.
Parallélement, mais en plus faible proportion, des résidus galactosyles
et féruloyles sont éliminés. Tl n’a pas été possible de déterminer la propor-
tion de groupes féruloyles liés a la fraction arabinosyle et celle liée a la
fraction galactosyle.

La chromatographie de perméation sur Sépharose CL-6B des résidus
d’hydrolyse (Fig. 5) indique qu’il y a eu une modification importante
du volume hydrodynamique des molécules, entrainant un déplacement
dans le volume total de leur volume d’élution. Il n’est guére possible a
ce stade de préciser si ces modifications sont imputables a la dégradation
des chaines latérales ou & une altération du squelette rhamnogalac-
turonique.
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F1G. 5. — Chromatogramme sur gel de Sépharose CL-6B
des zones branchées dégradées par le TFA 0,05 N.

A : acide galacturonique; B : oses neutres; () acide férulique (échelle de droite).

Hydrolyses enzymatigues. — Par ’e-L-arabinofuranosidase. — La
cinétique de dégradation est montrée sur la figure 6. Deux phases peuvent
étre différenciées, une premicre ol I’on observe une hydrolyse rapide
(23 9, des résidus arabinosyles sont libérés) et une seconde ot I’hydro-
lyse est plus lente. Des résultats analogues sont obtenus sur les arabinanes
de betterave (13, 14). La premiére phase correspondrait & une linéari-
sation de la molécule par élimination des ramifications et la seconde phase
a une dépolymérisation par hydrolyse récurrente de I’axe principal de
I’arabinane. L’arabinose, a 1’état de monomeére, est le principal produit
de dégradation. Au maximum 55 9 des résidus arabinosyles sont libérés.

Par ’endoarabinanase. — L’endoarabinanase se montre faiblement
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FiG. 6. — Cinétique d’hydrolyse des zones branchées par I’arabinofuranosidase II.
Phase 1 : linéarisation de l’arabinane; phase 2 : dépolymérisation de 1’arabinane.

active sur les zones branchées; la présence de larges zones de résidus
arabinosyles non substitués n’est donc pas probable. Les produits engen-
drés sont principalement un di- et un triarabinoside.

Ces divers résultats démontrent que les résidus arabinose sont sous
forme furanose avec une anomérie «. Ils corroborent les résultats précé-
dents, & savoir un haut degré de substitution (principalement en C?) des
résidus arabinofuranosyles. Ces points de branchement, le long de I’axe
principal de ’arabinase, ne sont pas groupés mais distribués au hasard.

Hydrolyse séquentielle. — Les zones branchées sont successivement
soumises & une hydrolyse par I’arabinofuranosidase (24 h) puis ’endo-
arabinanase (1 h 30) et enfin I'endogalactanase (1 h 30). 43,1 % des oses
neutres et 36,5 %) des résidus féruliques sont libérés sous I’action de
ces enzymes. Plus précisément, 59,6 o4 de ’arabinose, 11 %} du galac-
tose et 26 9 des résidus féruliques sont libérés par I’action de I’arabino-
furanosidase puis de I’endoarabinanase. L’endogalactanase libére 16 %
du galactose natif sous forme de di- et trigalactosides et 11 % des résidus
féruliques. Le résidu d’hydrolyse comporte toujours une fraction arabi-
nosyle mais celle-ci a tendance a diminuer au profit de Ia fraction rhamno-
galacturonique et du galactose. La chromatographie sur Sépharose CL-
6B (Fig. 7) montre que les zones branchées dégradées sont éluées & un
méme K,, que les zones branchées initiales indiquant que I’hydrolyse
séquentielle affecte les chaines latérales d’oses neutres sans altérer le
squelette rhamnogalacturonique. Cela confirme également le haut degré
de ramification des chaines latérales d’arabinose qui sont les chaines
d’oses neutres majoritaires.

Conclusion. — Les pectines de betterave présentent un certain nombre
de caractéres remarquables qui sont leur forte teneur en oses neutres,
particuliérement en arabinose, leur faible masse moléculaire, leur degré
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Fig. 7. — Chromatogramme sur gel de Sépharose CL-6B des zones branchées

soumises 4 une hydrolyse enzymatique séquentielle (arabinofuranosidase, endo-
arabinanase, endogalactanase).

A : acide galacturonique; B : oses neutres; O_acide férulique (échelle de droite).

d’acétylation et la présence de groupes féruloyles. L’action d’une endo-
polygalacturonase a montré ’existence de zones homogalacturoniques,
« lisses », dégradées par ’enzyme et de zones rthamnogalacturoniques,
« branchées », riches en chaines latérales résistantes a ’enzyme. La per-
méthylation, associée a 1’hydrolyse acide ménagée et/ou enzymatique
a permis d’établir la structure des chaines latérales. Les pectines possédent
des chalnes latérales de structure complexe. On y distingue principa-
lement des arabinanes mais aussi des arabinogalactanes de type 1. Le
rhamnose est concentré dans les zones branchées et est lié en (1,2) et
fait partie du squelette pectique. 40 %, de ces résidus sont également
substitués au niveau du C* par des chaines latérales. Les groupes féru-
loyles apparaissent localisés dans les zones branchées. Environ 30 %
sont associés a la fraction arabinosyle et sont libérés en méme temps que
cette derniére. Tls seraient vraisemblablement localisés & I’extrémité non
réductrice des chaines d’arabinose. Le reste serait lié 2 la fraction galac-
tosyle et semble plus ou moins aisément accessible.
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