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Introduction Générale







Introduction générale

Toutes les cellules végétales sont entourées parparoi cellulaire principalement
composée de polysaccharides et de protéines. loagsrindispensable pour certains aspects
de la vie de la plante : 'adoption du port dresadorme des cellules, les interactions cellule-
cellule, la défense contre les herbivores et lentsgpathogenes.... La paroi cellulaire est
formée d'un réseau de fibres cellulosigues — héinlosiques noyé dans une matrice
constituée majoritairement de pectines et d'unetifvta protéique minoritaire. La paroi
primaire d’'une dicotylédone est constituée d’apprativement 35% de pectines, 30% de
cellulose, 30% d’hémicelluloses et 5% de protéiffdshnen, 2008). La paroi végétale
constitue une source de matiere premiére renoueettbabondante, utilisable en tant que
ressource agro-alimentaire, source de biomatér@muxie biomasse valorisable a des fins
énergétiques. Les polysaccharides parietaux, cofesgectines, peuvent étre extraits et
employés dans diverses applications. Les pectioes sotamment utilisées pour leurs
propriétés gélifiantes en agro-alimentaire.

Les propriétés de la paroi évoluent selon I'étatspilogique de la cellule grace a la
présence d’enzymes qui remodelent les polysacawarlces enzymes capables de remodeler
les polysaccharides pariétaux se rencontrent atesi les organismes phytopathogenes :
bactéries et champignons. La compréhension dewvitécet du mode d’action de ces enzymes
permet de contréler leur utilisation pour confétemouvelles propriétés aux polysaccharides.
Ces connaissances permettraient aussi d’'un povtieléondamental de mieux comprendre le
réle de ces enzymes au sein de la paroi végétattuet point de vue appliqué, par exemple,
de les employer comme outils pour modifier la paimivivo. L'étude des pectines
méthylestérases (PME) au sein d’'une matrice pextiyésente ces deux types de finalités.
Les pectines sont un polysaccharide d’intérét pindustrie, I'étude de leur modification
enzymatique et des propriétés résultantes pew faibjet de nouvelles applications. Les
pectines étant un polysaccharide majeur de la ganhmiaire, une matrice pectique peut étre
considérée comme un modele simplifié de paroi.udétdes PME en leur sein est une
premiére étape avant leur étude dans une matrice gmplexe. D’autre part, les PME
trouvent des applications en tant que modulatela d&ucture d’une telle matrice.

Le travail présenté ici fait suite aux travaux ig¥d a 'INRA de Nantes en 2007 par
Anton Slavov, portant sur le comportement des PMEBsdun gel calcique de pectines en

cours d’élaboration (Slavost al, 2009). Ces travaux ont permis de mettre en éveleme
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spécificité d’action des PME dans un gel en couétadoration ainsi que I'obtention de
nouvelles propriétés de gélification. Ces résultatisconduit a s'interroger sur I'impact de la
structure pectique environnante et de ses modditaitsur l'activité des PME. En effet, la
gélification progressive du milieu pourrait modifiaccessibilité de la PME a son substrat en
entrainant des contraintes sur la diffusion dezlyeme.

Ce travail s'intéresse donc a I'impact de la sticetdu milieu sur I'action des PME
ainsi que sur leur diffusion. Les données obtempp®rtent des éléments d’explications sur le
comportement des PME dans une matrice simple caepesclusivement de pectines, et
constituent une premiere étape en vue de I'étuda défusion des PME dans une matrice
plus complexe.

Ce travail a fait I'objet de différentes communioas :

Production écrite
Articles :
« Influence of calcium on pectin methylesteradea@®ur in the presence of medium
methylated pectins ». Pauline Videcoq, Catherineni®g Paul Robert, Estelle Bonnin.
Carbohydrate Polymers (2011), vol. 86, iss. 4, 16664

« Pectin methylesterase diffusion in differenttgeenvironnements ».
Pauline Videcoq, Karine Steenkeste, Estelle Bon@Gatherine Garnier. En préparation pour

Soft matter.

Participation aux congres
Présentation orale :

Final Workshop Cost 928. 2—4 mars 2010 a Napl&3vik behaviour in pectin gels ».
Pauline Videcoq, Catherine Garnier, Karine SteeiekesEstelle Bonnin.

2010 International chemical congress of pacifisifasocieties. Pacifichem. 15-20
décembre 2010 a Honolulu. "Pectin methylesteraseawieur to modify functionnal
properties of pectin in gels”. Pauline Videcoq, li&aine Garnier, Karine Steenkeste et Estelle
Bonnin.

Journée des Jeunes Chercheurs 2011. 21 juin 20MINRA de Nantes. «Le

comportement des pectines méthylestérases dare de gectines ». Pauline Videcoq

Poster :



XXIllémes Journées du GFG 2010. 17-20 mai 201Cao Hornu. « Comportement
de la pectine méthylestérase dans un gel de pectineéauline Videcoq, Catherine Garnier,
Karine Steenkeste et Estelle Bonnin.

Biopolymers’2010. 1-3 décembre 2010 au Croisieeetin methylesterase behaviour
to modify functionnal properties of pectin in gelsPauline Videcoq, Catherine Garnier,

Karine Steenkeste et Estelle Bonnin.

Le manuscrit présenté ici, s’organise en quatrégsar

La premiere partie est constituée d'une synthéfididgraphique rappelant les
différents éléments du contexte de I'étude et expokes objectifs du travail.

La seconde partie décrit les différents matératlsméthodologies employés pour
mener cette étude.

La troisieme partie présente les difféerents réssltobtenus sur l'impact de
'environnement sur I'action des PME, puis sur piact de la structuration du milieu sur la
diffusion des PME. Cette partie est close par uiseudsion générale sur I'ensemble des
résultats obtenus.

La quatrieme partie termine ce manuscrit en exgdsa conclusions de I'étude et ses

perspectives.
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1. Les pectines

Les pectines sont une classe de polysaccharideguitdiies et multifonctionnels
représentant 20 & 35% de la paroi cellulaire chezlicotylédones et monocotylédones non
graminées (Tableau 1). Les monocotylédones graminéet une paroi riche en
hémicelluloses, mais qui ne contient que 2 a 10%pelines. Les pectines sont aussi
présentes dans le bois a hauteur de 5% (Mohne®).2D8s pectines sont localisées dans la
paroi primaire et, de facon moins abondante, danparoi secondaire. En participant a
'adhésion entre les cellules et a la force méaamide la paroi, elles jouent avec la cellulose
un rble prépondérant sur la texture des fruitsestldgumes. Leurs propriétés de gélification
ont été décrites pour la premiére fois par un $igne francais, Henri Braconnot (1780-
1855) en 1825 et elles sont utilisées depuis debneuses années dans le but de faciliter la

prise de confitures.

Sources Pourcentage massique de pectines
Pomme Malusspp.) 05-1,6
Marc de pommes 15-25
Banane lflusa acuminaté..) 0,7-1,2
Pulpe de betterav®éta vulgari$ 1,0
CarambolgAverrhoa carambolp 0,66
Carotte Daucus carota 0,2-0,5
Goyave(Psidium guajavd..) 0,77 - 0,99
Pulpe de citronGitrus limon) 25-4,0
Litchi (Litchi chinesisS.) 0,42
Mangue Mangifera indical.) 0,26 - 0,42
Ecorce d’orangeC. sinesiy 3,5-55
Papaye Carcia papaya 0,66-1,0
Fruit de la passiorP@ssiflora edulisS.) 0,5
Péricarpe de fruit de la passion 2,1-30
PéchesRrunus persica 0,1-0,9
Ananas Ananas comosus) 0,04 -0,13
Fraise Fragaria ananassp 0,6 -0,7
Tamarin Tamarindus indicd..) 1,71
Mdre (Rubus rosalfolius 0,72
Tomate [ycopersicon esculentym 0,2-0,6

Tableau 1: Différentes sources de pectines.

D’aprés Thakuet al, 1997.



1.1. Les pectines : composition et organisation

1.1.1. Eléments structuraux

Les pectines correspondent a une famille de potysailes complexes. Elles sont
principalement composées de résidus d’acides gatgutranosyles (Galg) liés ena-(1—4),
mais aussi d’oses neutres en quantité souvenfisajive dont le rhamnose, I'arabinose et le
galactose. Il est possible de distinguer troisaiéglide bases : les homogalacturonanes, les

rhamnogalacturonanes | et les rhamnogalacturorianes

1.1.1.1. Les homogalacturonanes

Les homogalacturonanes (HG) sont constitués d’'uelstie linéaire de Galfliés en
a-(1—4) (Figure 1) qui peuvent étre estérifies par uthylé en C-6 ou O-acétylés en O-2 ou
O-3 (Perroneet al, 2002). Les proportions de méthylation et d’acdtgh sont variables
selon I'origine de la pectine. La région HG est lioppée dans les propriétés de gélification de
la pectine et les influence en fonction de la propo de méthyles et/ou d’acétyles présents
ainsi que de leur distribution le long de la chaine

Le squelette HG peut étre substitué en O-3 pachames latérales eD-xylose en
(1—3) et est alors appelé Xylogalacturonane (XGA). K&A ont été isolés dans les tissus
reproducteurs de différentes especes comme le(peisGoff et al, 2001) ou la pasteque
(Mort et al, 2008). Les XGA ont aussi été isolés dans d’autrganes comme I'abédo de
citron (Roset al, 1998), la tige et les feuillesA¥abidopsis thaliangZandleveret al, 2007).

Le degré de xylosilation, défini comme la propartide Gal4 substitué par du xylose, peut
varier entre 25% chez la pastéque et 75% cheznhar@o(Schol®t al, 1995).

Chez certaines monocotylédones aquatiques comrnaadeh marin (Gloagueet al,
2010) ou la lenticule a plusieurs racines (Longlebhdl, 1989), le squelette HG peut étre
substitué avec des monomeéres ou dimeres d'apibsapi¢furanosylB-(1—3)-D-apiose) liés

en O-3 ou O-2 et est nommé Apiogalacturonane.
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Figure 1 : Modéle de structure pour la région H@&pes Caffall & Mohnen, 2009.

1.1.1.2. Les rhamnogalacturonanes Il

Les rhamnogalacturonanes Il (RG II) correspondam &quelette HG ramifié par un
groupe de quatre chaines latérales A, B, C et [Qu(Ei 2). Ces chaines latérales sont
constituées d’au moins 12 résidus glycosyles diffts : D-apiose, 3-C-carboxyl 5-déoxy-L-
xylose (acide L-acérique), 2-O-méthyl L-fucose, 2r@thyl D-xylose, L-galactose, acide 3-
déoxy-D-lyxo-2-heptulosarique (Dha), acide 2-kétdédxy-D-manno-octulosonique (Kdo),
L-arabinose, D-galactose, L-rhamnose, D-acide ghrmigue et D-GalA (O'Neillet al,
2004). Certains de ces oses sont particuliersexamnple, le Kdo est habituellement rencontré
dans la composition des polysaccharides et lipgaaigharides de la capsule bactérienne et
non dans le monde végétal. La structure des quhtatnes latérales est trés conservée chez
les plantes vasculaires (Matsunagaal, 2004). Les GalA peuvent étre substitués en C-2 ou
en C-3. En C-2, le GalA est substitué par un ocsaide (chaine A) ou par un
nonasaccharide (chaine B). En C-3, la substitytieum étre réalisée par deux disaccharides
différents (chaines C et D) (du Penhettl, 1999). L’arrangement des chaines latérales les
unes par rapport aux autres peut se faire dans atelwes différents : A, C, B, D ou A, D, B,

C (du Penhoatt al, 1999).
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Figure 2 : Modéle de structure pour la région désIRD’apres du Penhoat al, 1999.

Les RG Il sont associés entre eux sous forme derdingf. § 1.1.2.1.1). Les RG I
représentent entre 1 et 4% de la paroi végétategme riche en pectines des dicotylédones,
monocotylédones non graminées et gymnospermes ieisnde 0,1% chez les graminées.

Chez les ptéridophytes et les lycophytes, les RGomhposent entre 0,2 et 2% de la paroi
(Matsunageet al, 2004).

1.1.1.3. Les rhamnogalacturonanes |

Les rhamnogalacturonanes | (RG I) sont constitiudés squelette de [-4)x-D-GalAp-
(1—2)-a-rhamnose-(1-] (Figure 3). Les branchements peu&eatsitués sur le rhamnose en
C-4. lls peuvent étre de nature monosaccharididjuegalactose (Sengkhampaghal, 2009)

ou oligosaccharidique. Plus rarement, ces GalA @eugtre branchés en C-3 par des résidus
d’acide glucuronique (Renagt al, 1999).
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Figure 3 : Modéle de structure pour la région RB’apres Caffall & Mohnen, 2009.

Dans le cas des substitutions oligosaccharidiqtress types de chaines peuvent étre
distingués :

- Les galactanes (Gal) sont composés d’'un squedetfe(1—4)-D-galactane
ramifié par des résidus galactose lié$€h—6) etp-(1—3).

- Les arabinogalactanes | (AG 1) sont composés dguelette d@-(1—4)-D-
galactane substitué par des résidisAraf en O-3. Une substitution en O-6 est aussi
possible. Cette chaine peut étre terminée par@r->4)-L-Arap.

- Les arabinanes (Ara) sont constitués d'un sqigelde a-(1—5)-L-Araf
pouvant étre substitué par des chaines latéraled d&raf-(1—2)-, a-L-Araf-(1—3)-
ou (@-L-Araf-(1—3)-a-L-Araf).

Leur proportion relative ainsi que la longueur @echaine dépend de la plante
considérée. Ces oligosaccharides peuvent aussergordes résidusi-L-fucosyles, B-D-
glucuronosyles, 4-O-méthylgeD-guluronosyles ainsi que de I'acide férulique.eUautre
chaine latérale est aussi rencontrée. Il s’agit Aesbinogalactanes Il (AG II) qui sont
composés d'un squelette de{B)-$-D-Galp contenant une courte chaine latérale-Araf-
(1—6)-[-B-D Galp-(1—6)], avec n = 1, 2 ou 3. Les résidus galactosyles peugte
substitués aveg-L-Araf-(1—3). Leur appartenance aux pectines peut étre dis@alr les AG

Il sont principalement associés a des modificatipast traductionelles d’une fraction de



protéines pariétales (3-8%) appelées « arabinadgalgroteins ». Mais certains types d’AG I

sont associés avec les pectines (Caffall & Moh26eAa9).

1.1.1.4. Les substituants non osidiques

Les GalA des pectines peuvent étre méthylés ettaylgés. La présence de ces
substituants est régulée chez la plante pour modete propriétés de la paroi et, dans
industrie, pour moduler les propriétés fonctiohee des pectines. La présence d’autres

substituants comme I'acide férulique est aussigepp.

1.1.1.4.1. La méthylation

Les HG peuvent porter un ester de méthyle en Caivéntionnellement, les pectines
sont caractérisées par leur degré de méthylatidvh).(Re DM est défini par le pourcentage
du nombre de GalA méthylés sur le nombre total é#AGle I'échantillon. Il est alors
possible de distinguer deux types de pectines péedines hautement méthylées (« High
Methoxylated », HM) dont le DM est supérieur a 568des pectines faiblement méthylées
(« Low Methoxylated », LM) dont le degré de métligla est inférieur a 50%. Le DM
détermine le mécanisme de gélification de la pedtin §1. 3. 2. 5)

La notion de distribution des méthyles est complexteelle comprend la distribution
au niveau d’'une seule molécule (intramoléculaitda @istribution entre plusieurs chaines de
pectines appartenant a un mélange (intermoléchuldd#férentes méthodes chimiques et
biochimiques ont été développées afin de I'éva(@eholset al, 2003) et de I'exprimer de
différentes facons. Notamment, la déterminationcdDegree of Blockiness » (DB) (Daask
al.,, 1999) permet d'évaluer la distribution intramaiiéire moyenne des méthyles et leur
tendance a former des blocs plus ou moins longs.

A lorigine, la détermination du DB se base sur uteehnique d’empreinte
enzymatique (Daagt al, 1999). La pectine est dégradée par une endopabtgeonase
(endoPG) qui hydrolyse la liaison entre deux Galquement si un nombre suffisant de
GalA consécutifs non estérifiés sont présents. @ehbme varie avec l'origine de I'endoPG.
Chez Kluyveromyces fragiles) est de quatre. Ainsi, le fragment le plus Idifggré par
'endoPG sera constitué de quatre GalA libres ahdsalA méthylestérifié. La quantité de
monomeres, dimeres et trimeres de GalA est mesinepportée a la quantité de GalA non
méthylés présents dans I'échantillon. Le DB exprim@ourcentage de GalA non méthylés

présents en blocs avant la digestion par 'endoM@is ce parameétre ne permet pas de
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prendre en compte les variations du DM. L'« absolDegree of Blockiness » (DBabs) a
donc été introduit pour prendre en compte les tiaria du DM (Guillotinet al, 2005). Le
calcul de ce paramétre s’effectue a partir desltedsude I'empreinte enzymatique comme
précédemment. Mais les quantités de monoméresyebnteimeres libérées sont rapportées a
la quantité totale d’acides galacturoniques préséans I'échantillon. Plus le DB ou le DBabs
sont élevés, plus les méthyles sont répartis ecsbldn autre avantage de ce parametre est
d’étre corrélé aux propriétés mécaniques des gdtsgoes de pectines (Stroet al, 2007).
Plusieurs techniques physiques comme la Résonamgméique Nucléaire (RMN) ou la
spectroscopie infrarouge a Transformée de Fou(fdiR) permettent d’évaluer le DB
(Winning et al, 2007; Winninget al, 2009).
La distribution des méthyles varie aussi a I'éaha@titermoléculaire. En effet, chacune des
chaines de pectines possede sa propre séquencdAlen€thylés et libres, ce qui se traduit
par des differences de densité de distribution ltErge entre les chaines. La distribution
intermoléculaire peut étre mesurée par chromatbégairhangeuse d’'ions (Ralet & Thibault,
2002) ou encore en électrophorése capillaire (Ral€hibault, 2002; Williamset al, 2003;
Williams et al, 2009).

La détermination des différents paramétres cono¢daagquantité et la répartition des
méthyles le long de la chaine peut permettre lact@risation du mode d’action des pectines
méthylestérases lorsqu’elle est réalisée sur lesnes modifiées par voie enzymatique.

1.1.1.4.2. L'acétylation

La substitution des GalA par des acétyles en OkueD-3 est présente dans les
régions HG et dans les régions RG | (Perrehal, 2002). La proportion de groupements
acétyle est particulierement importante chez legipes d’abricot, de poire et de betterave
sucriere (Jarviet al, 2003). Chez la betterave sucriere, 75% des a&sepybviennent des HG
et 25% des RG | (Raladt al, 2005b). La présence d’'acétyles substituant lesmgments
rhamnose des régions RG | a aussi été montrédeheectines d’okra (Sengkhampatral,
2009). De la méme facon que pour les méthyles, elgréd d’acétylation constitue une
caractéristique des pectines. Il est possible thdéles régions HG de facon chimique
(Renard & Jarvis, 1999a). L'acétylation altéere pespriétés de complexation du calcium par
les pectines (Renard & Jarvis, 1999b; Rateal, 2003). La présence des acétyles rend les
HG résistants a la dégradation par les endopolggatanases et géne I'action des pectines

meéthylestérases (Renard & Jarvis, 1999a).

1.1.1.4.3. La feruloylation
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Chez les Chenopodiaceae comme la betterave syct@&rprésence de résidus
féruloyles estérifiés sur les RG | a été rapportegr les arabinanes et les
galactooligosaccharides liés en(1—4) (Thibault & Rombouts, 1986; Ishii, 1997). Une
dégradation enzymatique poussée de pulpe de hettarpermis de localiser I'acide férulique
sur le C6 du galactose ou sur le C2 de l'arabilidbeard et al, 1997b).

1.1.1.5. Diversité des pectines

La structure fine des pectines peut varier sel@olace, le stade de développement, la
localisation pariétale ou tissulaire et la méthdaxtraction. Il faut aussi prendre en compte
les conditions de cultures, le moment de la réadlie parcours post-récolte. La longueur des
chaines, la composition en oses neutres ainsi e@siedifférentes substitutions possibles
peuvent varier d’'une molécule a l'autre. Typiquemeatans la paroi végétale d'un tissu
indifférencié, les HG sont les plus abondantstdfgésentent 65% des pectines, la proportion
de RG | étant comprise entre 20% et 35% (Mohnef8R0Les RG Il et XGA sont des
composés minoritaires, représentant moins de 108opdetines (Zandleveat al, 2007,
Mohnen, 2008). Ces proportions sont a moduler defodifférents facteurs de variation de la
composition en pectines cités ci-dessus comme d@spPar exemple, chez les fruits de
'arganier @Argania spinosy la proportion de régions RG | est supérieureebe cd’HG
(Aboughe-Angoneet al, 2008). D’autre part, les conditions d’extractemtrainent une perte
des régions RG Il. Les pectines commerciales oméigdement un poids moléculaire compris

entre 7 et 14 x TDa et une teneur en acide galacturonique d’envifs.

1.1.2. Organisation structurale des différents éléants

1.1.2.1. Les liaisons

Dans la paroi végétale, les pectines forment wea@ contribuant aux propriétés
mécaniques de la paroi. L'établissement de ce uéseffectue grace a des liaisons de nature

ionique ou covalente entre les molécules de pecfirigure 4).
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Figure 4 : Différents types de liaisons rencon&gése les molécules de pectines.
Liaison borate RG II-RG Il (A), liaison covalent&sR-RG | (B), liaison ionique HG-HG (C),
liaison covalente HG-HG (D). D’apres Voragetal,.2009.

1.1.2.1.1. La formation des diméres RG II-RG I

L’'acide borique réagit spontanément avec les coegpa®mportant des diols en
positioncis comme les sucres (Matoh & Kobayashi, 1998). Leésresle borate se forment
plus rapidement avec des monosaccharides qui @taonfigurationf-D-furanose. Le seul
composant des RG Il présentant cette configuragisinl’apiose. Une liaison tétravalente
s’établit entre le bore et les diols de deux mdexde RG Il (Figure 4 A). La structure du
RG Il détermine les résidus apiosyles qui serotérigigs avec le bore. En présence d’acide
boriqgue, deux monoméres de RG Il s’auto-assemigent former un dimere (Ishiet al,
1999). Les esters de borate impliqguent les O-2-8td@ I'apiose. Cette liaison borate serait
impliquée dans la mise en place du réseau pecfighé et al, 1999).In murq les ions
calcium pourraient stabiliser les diméres de R@Jatoh & Kobayashi, 1998). Dans le cas
d’'une carence en bore, les tissus végétaux sontesblcassants et ont un défaut dans
'élongation d’'une partie de leurs cellules. L'a#tton de ces liaisons associée a une
modification structurale des RG Il (mutation) peainduire a un phénotype nain et a une
fragilité des tissus (O'Neikt al, 2004). Ces observations soulignent I'importanes RG I

et de leurs dimeéres dans la croissance et le diwetoent de la plante.
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1.1.2.1.2. La formation des diméres covalents RR&I4

Les acides hydroxycinnamiques tels que I'acideliigue peuvent se coupler pour
former des dimeres covalents (figure 4B).vitro, les pectines de betterave peuvent former
des gels par le biais d’'un réseau grace a l'actigilante de la peroxydase ou d’un traitement
au persulfate d'ammonium (Thibault & Rombouts, 19&& formation de ces diméres dans
la paroi végétale contribuerait a sa rigidificatidra présence d’'un certain nombre de
déehydrodimeres a été montrée chez la betteraveaftViet al, 1997a). Les pectines de
betterave présentent des résidus féruloyles esgsiir les arabinanes et les oligosaccharides

galactosyles liés em(1—4) (Ishii, 1997).

1.1.2.1.3. La formation des diméres ioniqgues HG-HG
Les chaines HG faiblement méthylées peuvent se lexmp autour de cations
divalents tels que le calcium et former des zorepdction (figure 4C). Dans la paroi, cette
interaction est mise en évidence notamment paligation de I'anticorps 2F4, spécifique du
dimére calcique (Linerst al, 1989). Apres extraction des pectines, cette &smt permet
de former un gel de pectines. Cette liaison setaill® dans le paragraphe traitant de la
gélification des pectines LMA. § 1.3.2.5.2).

1.1.2.1.4. La formation des diméres covalents HG-HG
Les régions HG pourraient étre liées entre ellesdpa esters d’uronyles (figure 4D).

Jusqu'a 2% des residus GalA pourraient étre rébasette facon (Vinckeet al, 2003). Cette
réaction pourrait étre catalysée par une pectinthylestérase particuliere pouvant réaliser
une trans-estérification entre deux GalA. Le méthast libéré d’'un GalA méthylestérifié et
estérifie avec un groupement hydroxyle d’'un Galfpafenant a une chaine adjacente

(Voragenet al, 2009). Les informations sur cette liaison resttore éparses.

1.1.2.2. Les modéles d’organisation de la macrooutéepectique

Dans la paroi primaire, les HG et les RG | et Ihtseliés entre eux par des liaisons
covalentes et forment une molécule de pectine (Makaet al, 2002) (Ishii & Matsunaga,
2001). Chez la pomme, il a été montré que les Rtaiént liés de facon covalente aux HG ou
XGA (Coenenet al, 2007). Différents modeles d’agencement des saitéaupectiques ont
été proposés (Voraget al, 2009).
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Un des premiers modeles (Visser et Voragen, 198é3epte un squelette continu
formé des HG et des RG |. Dans ce modéle, le sti@gbectique consiste en une chaine
étendue comprenant a la fois les RG | et les HGX@&) ainsi que des résidus rhamnose

isolés espacant les régions HG (Figure 5).

Zone « Lisse » : Zone « Hérissée » :
- Homogalacturonanes - Rhamnogalacturonanes |
- Rhamnogalactruronanes I

Figure 5 : Modéle d’alternance des zones lissdgassées proposé par Visser & Voragen
(1996).

Le modele d’alternance des régions lisses et l&&$spropose que la pectine soit un
biopolymére en blocs composé d’éléments contenesirélgions hérissées interrompues par
des régions lisses (HG) contenant de 70 a 100 Gak\degré de polymérisation a été
confirmé chez plusieurs especes et par plusieutisadés (Thibaulet al, 1993; Péreezt al,
2000; Bonninet al, 2002). Dans ce modéle, les RG Il sont associésH@ (Ishii &
Matsunaga, 2001) et permettraient éventuellemeriedeleux molécules de HG entre elles.
Ce modele est en compétition avec celui de Vinakeal. (2003) qui propose que les RG |
constituent le squelette principal de la moléctlgue les RG Il et les HG soient liés de facon
covalente aux RGI sous forme de chaines latéralescKen et al, 2003). La mise en
évidence, chez la pectine de soja, de fragmentdié#en C-2 au rhamnose, ainsi que des
fragments HG reliant deux résidus rhamnose favdesmodele de I'alternance des régions
lisses et hérissées (Nakametal, 2002).

La masse moléculaire des pectines est relativetiffitile a évaluer notamment a
cause de leur hétérogéneéité. La masse molécukesrpeattines est comprise entre une dizaine
et une centaine de kDa. Elle dépend a la fois deglhe des pectines, de leur mode
d’extraction ainsi que de la technique employée pomesurer (Raladt al, 2005a).
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1.2. Les pectines au sein de la plante

1.2.1. Les pectines : un polysaccharide pariétal

1.2.1.1. Généralités sur la paroi végétale

Une des particularités des cellules végétalelmgstsence d’'une paroi a I'extérieur de
des cellules. A [I'échelle cellulaire, la paroi végé controle la croissance et le
développement de la cellule. A I'échelle tissulagte assure la cohésion des cellules entre
elles. A l'échelle de la plante, la paroi permettdblissement du port dressé tout en
permettant une certaine flexibilité, ainsi que daistance aux stress abiotiques et biotiques.
Les principales contraintes imposées a la pardi détre solide et souple a la fois ainsi que
d’étre facilement modulable pour permettre le déppément et la croissance de chaque
cellule. La paroi végétale est un systeme dynamiggea vis du remodelage intervenant sur
ses polymeres. En effet, par exemple, les HG sérrétes sous forme hautement estérifiée
(~80%) (Wolfet al, 2009). L'ajustement du taux et de la répartitims méthyles s’effectue
dans la paroi par les pectines méthylestérasesiti@’gart, une communication entre la paroi
et la cellule via des récepteurs spécifigues andige en évidence et permet ainsi une
régulation fine des propriétés pariétales (Se&aBlaukopf, 2010).

La paroi végétale est constituée d’'un réseau delast et d’'un réseau d’hémicelluloses
(xyloglucanes, XG), tous deux incorporés dans ua&ioe pectique. L'organisation de ces
différents réseaux a donné lieu a I'élaborationdidf&rents modéles (Carpita & Gibeaut,
1993). Dans un premier modéle, le réseau cellutgkmglucanes correspond a la structure
porteuse de la paroi tandis que le réseau pecsqtteprincipalement a remplir les vides.
L’existence de liaisons entre le réseau pectiqeeeh€émicelluloses, les composés phénoliques
et les protéines pariétales, ainsi que I'existedcme répartition spécifique des domaines
pectiques le long de la paroi ont été soulevées Halittérature et ont conduit a I'élaboration
de nouveaux modeles.

Vincken et al. (2003) proposent un modele dans lequel le réseapedtines est fixe et
interagit avec le réseau cellulose-xyloglucanegui€ 6) (Vinckeret al, 2003; Morriset al,
2009).
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Figure 6 : Modéle de la paroi d'une cellule dane fauille dArabidopsisen accord avec le
modeéle de Vinkeret al. (2003) et a partir du modéle présenté par McCanRadderts.
(Somervilleet al, 2004)

Ce modele permet d’expliquer la répartition dedédidnts domaines pectique®ans ce
modele, les microfibrilles de cellulose sont rediées unes aux autres par les hémicelluloses,
tandis que les RG | sont alignés avec les micntlibr Les HG, Ara, Gal et RG Il sont
considérés comme les chaines latérales des RGsIRG: 1l forment des liaisons entre les
différentes molécules de pectines via les estersodate. Les HG sont plutdt situés dans la

lamelle moyenne ou ils s’associeraient via le cafc{Vorwerket al, 2004).

1.2.1.2. Localisation des pectines dans la paroi

Les diverses fonctions de la paroi végétale dampdalate lui imposent des contraintes
importantes. Pour y répondre, la structure et lmpmsition chimique de la paroi sont
hétérogenes au sein de la plante ainsi qu'au niyeaiétal (Burtonet al, 2010). Par
conséquent, les pectines présentent une variéséruaeture et de composition au niveau des
différents organes de la plante et au niveau @drigexistence de micro-domaines au sein du
réseau pectique a pu étre mise en évidence notangrégE® aux marquages immunologiques
a l'aide d’anticorps monoclonaux contre les diffisedomaines pectiques, ainsi que leur
association avec le calcium (Linezs al, 1989; Christiaenst al, 2011). Par exemple, pour

les régions HG, il a été possible de montrer ufférénce de localisation entre des pectines
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HM et LM. Chez la racine de carotte, correspondanh stade jeune des tissus, les pectines
LM ont été mises en évidence sur la face interndadparoi adjacente a la membrane
plasmique, dans la lamelle moyenne et dans lesespatercellulaires. Les pectines HM,
guant a elles, sont réparties plus uniformémenaets la paroi (Knoxt al, 1990). D’autre
part, il a été possible de montrer une différeneer@partition des méthyles en différents
endroits de la paroi grace aux anticorps LM 7 eWPIA

L’épitope LM 7 correspond a une région HG partimémt méthylestérifiée abondamment
présente lorsque la distribution des méthyles leéstt@re. Il est spécifiguement détecté a la
jonction des parois végétales adhérentes et noérealiesj.e. sur les espaces intercellulaires
de nombreux parenchymes. Chez le pois, cet épiespedétecté selon des localisations
comparables dans les parois cellulaires épidermigtalans les espaces intercellulaires de
tous les organes étudiés (Willatisal, 2001).

L’épitope PAM 1 est constitué d’'un minimum de 30@das galacturoniques dé-estérifiés. I
reconnait les régions dé-estérifiées en blocstadéecté le long des espaces intercellulaires
et dans la région proche de la membrane plasmlgsepectines avec un DM faible et une
distribution en blocs seraient principalement pnése le long des espaces intercellulaires
(Willats et al, 2001). La présence des régions HG dé-estériflans cette partie de la paroi
indique une forte implication de ces régions damhiesion cellule-cellule.

Une différence de répartition du degré d’acétytato sein de la paroi a été montrée chez les
cellules de betteraves. Les régions HG sont maigsyles dans les espaces de jonction tri-
cellulaire que dans la paroi primaire (Guillengihal, 2005). Les micro-domaines pectiques
de la paroi sont aussi caractérisés par la cono®h chaines latérales des RG | (Ooraen
al., 2003).

Les RG Il dans la paroi ont été localisés procleadnembrane plasmique (Williares al,
1996).

La répartition et la composition des micro-domainessont pas figées. Elles évoluent avec
I'état physiologique de la cellule. Par exempleptiaportion des chaines latérales galactanes
et arabinanes des régions RG | évoluerait au cderrka croissance (Willatet al, 2003),
comme lors du passage d'une cellule de l'état désidn cellulaire a I'état d’élongation
cellulaire chez la racine de carotte (Willags al, 1999). Le premier état (cellule en
prolifération) est caractérisé par une forte prtpord'arabinanes tandis que le second
(différentiation cellulaire) se caractérise pappartition de chaines galactanes. D’autre part,
la composition des domaines est différente seldndalisation de la cellule dans la plante.

Par exemple, chez le pois, la présence de XGA adgtélée a un processus de détachement
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des cellules de la coiffe (Willaest al, 2004). La diversité de la répartition des méthgst
associée a des régions plus ou moins sensiblesdagiedation enzymatique, ce qui est
important notamment dans le cas d’invasion pargembpathogene.

Une réorganisation du réseau pectique serait égalkeobservée lors de la mise en

place de la paroi secondaire et en particulieradesification (Lairezet al, 2005).

1.2.2. Fonctions des pectines dans la paroi végétal

La paroi végétale donne a la cellule sa tailleaetosme et lui confére une résistance
physique tout en accompagnant la cellule dans@asance et son développement. La paroi
joue aussi un réle de protection contre I'environeat extérieur. Les pectines participent a

ces rbles en association avec les autres polysadebale la paroi.

1.2.2.1. Role des pectines sur les propriétés nwaes de la paroi

La contribution des pectines aux propriétés mécensgle la paroi a été évaluée grace
a I'étude de systemes simplifiés modélisant la ip&a comparaison de ces modeles avec et
sans pectines a été réalisée grace a un tesedétmt. Il a été montré que I'ajout de pectines a
une paroi artificielle constituée de cellulose aegte ses capacités de déformation. Cet effet
a été corrélé a un taux d’hydratation importantbi@skaet al, 2010). L’hypothese émise est
gue le gonflement de la matrice de pectines apyésatation conduit a une diminution de la
friction des microfibrilles de cellulose. De la méracon, il a été montré que la présence de
pectines dans la paroi augmentait les effets daiural sur les paramétres mécaniques.
(Cybulskaet al, 2011).

Les propriétés de rigidité et de souplesse de fai g@nt aussi influencées par la
composition des pectines. L'état de souplesse deal@i lors de la croissance et de
'expansion cellulaire a pu étre corrélé a une terceoissante en HG et en chaines latérales
de RG I. D’autre part, la rigidification de la pa@ pu étre reliée a une dégradation des
chaines latérales de RG | et a une accumulatio® dietméthylés (Caffall & Mohnen, 2009).
En effet, il a été montré qu’une diminution dedadur en HG conduit & une augmentation de
la flexibilité de la paroi (Raleet al, 2008). La comparaison des longueurs de persistanc
(distance a travers laquelle I'axe longitudinalalehaine peut étre considéré comme linéaire)

montre que les HG sont 4 fois plus rigides queREsl. La présence des régions HG le long
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des espaces intercellulaires indique une forte icapbn de ces régions dans l'adhésion
cellule-cellule (Willatset al, 2001).

Les régions RG | et RG Il ont aussi un réle imparidans les propriétés mécaniques
de la paroi. Pour les RG I, les chaines latéralaisiranes pourraient empécher la formation
de zones de jonction entre les HG via le calciuntesrespacant les unes des autres (Harholt
et al, 2010).De plus, les arabinanes assureraient la connexitva k= réseau pectique et le
réseau cellulosique en formant des liaisons delefaimergie avec les microfibrilles de
cellulose (Zykwinskeaet al, 2007). Les chaines latérales arabinanes et gakstsont tres
mobiles comparées aux autres composants des pe@taet al, 2005; Harholet al, 2010).

Les RG Il sont minoritaires dans la paroi, maisejauégalement un role dans les propriétés
mécaniques. La liaison borate entre les RG Il mtésehez tous les groupes de plantes
terrestres semble avoir joué un rdle évolutif in@or en permettant le port dressé
(Matsunagaet al, 2004). Les pectines participent aux propriétdsydratation de la paroi
grace a leur hydrophilicité et a leurs charges lfabit & Ralet, 2003b). D’autres propriétés
sont aussi fortement influencées par la présene@eéeines comme la porosité de la paroi, la
modulation du pH et la balance ionique de la péCarpita & Gibeaut, 1993).

1.2.2.2. Role des pectines dans la croissance ailide

La paroi cellulaire se doit d’étre extensible aunmeot de I'élongation cellulaire, puis
de se rigidifier a la fin de la croissance (Cosg;a2005). La capacité des pectines a former
des gels hydratés joue un rdle important dans tassance des cellules. Le degré
d’estérification élevé des pectines déposées daparbi leur confere une certaine mobilité,
essentielle a la plasticité de la paroi et, parségonent, a I'élongation cellulaire. Le taux de
meéthylation élevé est essentiel. En effet, il andtdtré que les régions HG doivent posséder
un DM minimum de 60% pour permettre I'élongatiors deellules de I'hypocotyle chez
A.thaliana(Derbyshireet al, 2007). La mobilité des chaines de pectines pelerglissement
des microfibrilles de cellulose les unes par rappoxk autres.

A la fin de la croissance de la cellule, les PMireat les groupements méthyles par
bloc et créent des régions chargées négativemestgtoupements carboxyles libérés sont
donc disponibles pour se lier aux ions calcium fambainsi des ponts salins inter-chaines. Le
gel devient donc plus rigide. Les pectines permettionc aussi une meilleure cohésion
intercellulaire et le maintien des microfibrilleg dellulose une fois la croissance terminée
(Jarviset al, 2003; Leboeuét al, 2005).
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1.2.2.3. ROle des pectines dans la maturationrdés f

Le ramollissement des fruits lors du mdrissemenac®®mpagne d'une
dépolymérisation du réseau pectique (Brumraekl, 2004). La cohésion du gel de pectines
est donc probablement parmi les facteurs déterrtsrdanla texture des fruits (Jarvis, 1984).
La modification des pectines passe par leur dégjadat leur renouvellement. L'importance
de ces processus varie selon les espéces conceoéesiu marissement de la pomme, la
fraction pectique est remplacée par une pectinesggthétisée hautement estérifiée et qui
possede une faible proportion de résidus neutessi¢) 1984). Les fruits deitrus sont une
exception car leurs pectines sont hautement aéggiket extractibles a un stade précoce et

sans lien avec la maturation.

1.2.2.4. La défense des plantes contre les stretsgues

Les pectines sont les premieres cibles lors d'utegae par des microorganismes
phytopathogenes. Leurs produits de dégradationdeméliciteurs. Les éliciteurs sont souvent
de petites molécules synthétisées ou issues dwgeih, mais aussi des oligosaccharides
issus de la paroi végétale dérivant de la présdngeathogéne. Ces molécules induisent une
réponse défensive de la plante. Les oligosacchaéligteurs les plus connus sont les oligo-
a-galacturonides (OGA) produits lors de la dégramaties HG. lls induisent la production de
molécules possédant une activité antibiotique plegoalexines (Hahet al, 1981; Ridleyet
al., 2001; Vorwerket al, 2004). Une expérience sur les cotylédons de (&ljcine max a
montré qu’un hydrolysat de pectines dirus avait une activité élicitrice proche d’un
hydrolysat de paroi végétale de soja (Nothnagedl, 1983). Un processus de méme nature

est observé lorsqu’une plante parasite infesteplarge hote (Veronesit al, 2007).

1.2.2.5. La défense des plantes contre les stoéstomes

La proportion de pectines présente dans la pargétaée joue un rble naturel
d’échangeur d’ions et assure jusqu'a 70% de sait@piiéchange de cations (McKenaa
al., 2010). Les pectines associées aux ions divalpoisrraient ainsi jouer un role
d'immobilisation d’ions métalliques comme le cuivile le plomb Il ou le chrome Il et
limiter ainsi leurs effets toxiques sur la plar@agtaldiet al, 2010).

Les pectines sont aussi impliqguées dans le cond®lehydratation ¢f. § 1.2.2.1). Certaines

plantes d’Afrique du Sud présentent des teneur@&pinanes trés élevées et survivent a des
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déshydratations poussées (Moeteal, 2008). Le modele issu de ces observations propose
que, sous la dessication, ces chaines latéralesbidianes longues conservent leur mobilité
plus longtemps que les autres composés pectiquesueent ainsi combler les cavités créées
par le réarrangement de la paroi consécutif a Ishytiatation. Les longues chaines

d’arabinanes empéchent ainsi la formation de lresoéversibles indésirables dans la paroi.

1.2.2.6. La lignification

Les pectines sont présentes dans la paroi seceneiaseraient impliquées dans le
processus de lignification (Lairezt al, 2005). Un modele de paroi lignifiée a permis de
montrer que les pectines affectaient la structurd’udtrastructure de lignines modeles.
(Touzelet al, 2003).

1.2.2.7. Polymere de réserve

Les pectines peuvent tenir un role de polymere tdekage. En particulier, les
galactanes sont tres abondants chez certainesessgpedupin et sont remobilisés lors de la

germination de la graine (Harhet al, 2010).

1.3. Les pectines : propriétés et utilisations indcktrielles

1.3.1. Sources et techniques d’extraction

1.3.1.1. Sources

Les principales sources de pectines pour I'exwadimdustrielle sont les résidus issus
de la transformation des pommes et des fruits daralle descitrus (citron, citron vert,
orange, pamplemousse). Ces sources sont abondanteies proviennent de sous-produits
de l'industrie des jus de fruits : le marc de pomehdes écorces datrus. Il existe d’autres
sources de pectines d'importance plus réduite tétss de tournesol (Miyamoto & Chang,
1992), la fibre de pomme de terre (Turqueisal, 1999), les peaux d'oignons, la pulpe de
courge (O'Donoghue & Somerfield, 2008) et les déchle la production des jus de fruits
tropicaux (Berardinet al, 2005). Selon la source utilisée, la pectine éxetisera de type HM
ou LM. Les pectines peuvent étre aussi extraitesutige de betterave. Mais leur forte teneur

en acétyles restreint leur usage dans les filigsghitionnelles de la pectine en limitant leurs
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propriétés de geélification en présence de calciwmen présence de sucre et milieu acide
(Mesbahiet al, 2005).

1.3.1.2. Techniques d’extraction

Selon la loi, la désignation « pectine » s’applique produits composés d’au moins
65% de GalA. Typiguement, le processus employé pextraction des pectines se divise en
trois étapes (Figure 7) :

- Extraction aqueuse a partir de la matiere végé&a milieu basique ou acide

- Purification de I'extrait liquide

- Isolement de la pectine extraite
L’extraction basique conduit a une pectine de &ildM a cause de la réaction de
saponification des esters de méthyles. L’extractioe conduit a des pectines de haut DM.
Pour I'extraction acide, le matériel végétal esitér a 'acide a une température comprise
entre 70°C et 90°C. L’acide employé est un acideénail, souvent I'acide nitriqgue (Ralet
al., 2005a). Cette étape est suivie d'une étape ttatiin pour éliminer la cellulose. La
pectine est ensuite précipitée a I'aide d’alcoéthgnol ou isopropanol) ou de sels (chlorure
d’aluminium). La récupération de la pectine s’effecpar filtration. Puis la pectine est lavée,
séchée et broyée a la taille de particule dédirégtrait obtenu en milieu acide ou basique est
composé d’'un meélange de pectines de différentsedeatjestérification et de différents poids
moléculaires. Le contréle du degré d’estérificateirdu poids moléculaire s’effectue par le
contréle des sources d’extraction. Les pectinesaggs industriellement deitrus ou de
pomme sont typiquement HM. Suite a I'extractionedt possible de procéder a une dé-
estérification, soit par voie chimique (dé-estédfion alcaline a basse température), soit par
voie enzymatique (utilisation de pectines méthgliestes). Il est aussi possible de modifier

chimiquement la structure de la pectine (amidatpmr lui conférer d’autres propriétés.
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Figure 7 : Schéma de I'extraction industrielle pestines.

Dans un contexte de développement durable, I'eatragnzymatique des pectines a
été explorée (Zykwinskat al, 2009). Il peut étre intéressant d’effectuer Ifagtion de
pectines en fonction de leur DM. Ce procédé essiplesen variant le pH de I'extraction
acide (Joye & Luzio, 2000). Une premiére extracdam pH compris entre 3 et 3,3 sans ajout
d’'ions polyvalents permet d'extraire des pectineb.HUne seconde extraction sous

conditions d’acide fort a pH 2 permet d’extraire gectines LM.
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1.3.2. Propriétés physico-chimiques

Le pKa de GalA est de 3,5. Le pKa d’'un GalA aunsBune chaine pectique dépend a
la fois du DM et du poids moléculaire et est évalu€3,6 (Ralett al, 2001b). Le rayon de
gyration des pectinesg. la distance moyenne entre une extrémité de laneletile centre de
masse de la chaine, a été déterminé en chromalwgrdiexclusion couplée a une détection
laser multiangle. Dans la littérature, selon lewde de préparation, il est possible de trouver
des pectines avec un rayon de gyration d’'une vimgta une cinquantaine de nanomeétres
(Corrediget al, 2000; Ralett al, 2001a).

1.3.2.1. Solubilité

La solubilité des pectines dans I'eau dépend de degré de polymérisation, du
nombre et de la distribution des groupements méthexet du degré d’ionisation des
groupements carboxyles (Thaketr al, 1997). Typiquement, la solubilité augmente awec |
diminution du poids moléculaire et 'augmentatiom wombre de groupements carboxyles.
Dans le cas de solutions diluées, la présencealmegments carboxyles ionisés crée une force
de répulsion entre les chaines de pectines, letnehas’individualisent et sont, par
conséquent, solubilisées. Pour I'obtention de gmistconcentrées, il est nécessaire d’écranter
les charges. La solubilité augmente également lavieenpérature.

La poudre de pectines séchée a tendance a s’hydegtielement en présence d'eau et a
former des agrégats composés de pectines semitégdravec une couche extérieure tres
hydratée. Ces agrégats se solubilisent lentemeiim. drobtenir une solution de pectines
homogene, il faut éliminer ces agrégats, le maeillewyen semblant étre la filtration
(Ousalemet al, 1993).

1.3.2.2. Stabilité

Les pectines sont stables en solution a pH 3-4HAirgérieur, la dégradation des
groupements estérifies et des chaines latérales (msitres) intervient plus rapidement que la
dégradation des HG (Thibawt al, 1993). A l'inverse, a pH alcalin, un phénomenefde
élimination intervient au niveau des liaisons ghidaues pres des unités GalA méthylées et

dépolymérise la pectine. Cette dégradation estifiégph haute température. La sensibilité a
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la B-élimination dépend du DM, les pectines HM étantspsensibles que les pectines LM

puisqu’elles portent plus de groupements méthyWesis et al, 2002).

L'étude de la stabilité des gels et des solutioagectines a montré une diminution de la
force du gel ou de la viscosité apparente desisokien fonction du temps de stockage. Ce
phénomene s’amplifie avec 'augmentation de la t&napire et est di a la dépolymérisation

de la pectine (Morrigt al, 2010).

1.3.2.3. Viscosité

Les pectines ont des propriétés épaissisantes @gt’ipossible d’évaluer grace a leur
viscosité intrinséque. La viscosité intrinsequdéetefle volume hydrodynamique occupé par
le polymere dans des conditions de solvant doniiglesdépend des conditions extrinseques
(température, conditions de solvant) et des caiatities intrinséques de la pectine comme
sa masse molaire (Hotchkisst al, 2002). La masse molaire dépend de la méthode
d’extraction et de dé-estérification. A méme massdaire, les viscosités intrinseques des
pectines sont aussi influencées par le DM (¥bal, 2006).

1.3.2.4. Conformation moléculaire

Si I'on considere I'organisation des pectines confialternance de régions lisses et de
régions hérissées, le squelette pectique est todgdiun polymere de (24)-a-D-GalAp
(HG) interrompu par des séquencesd)-o-D-GalAp-(1—2)-a-L-Rhap-(1—] (RG I). Le D-
GalAp présente un groupement carboxyle en C-6 en positipatoriale. La conformation
adoptée esiC,. En forme pyranose, le carbone 4 est situé awdeds plan formé par les
carbones C2, C3, C5 et I'oxygéne du pont hémiadagéltandis que le carbone 1 est en
dessous de ce plan. La liaison entre deux @al#t axiale-axiale. C’est une liaison tres rigide.
D’aprés la conformation du dimére de GplJAles expériences de modélisation moléculaire
ont conduit a 4 conformations possibles pour lairehaHG (Pérezet al, 2000). Le
recoupement avec les données expérimentales aspdieni retenir deux : une conformation

en hélice 2 et une conformation en hélice igure 8).
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Figure 8 : Conformation des régions HG. D’apresPer al, 2000.

Ces deux conformations peuvent se lier au calcitons les expériences de
modélisation moléculaire (Peretal, 2000).

Expérimentalement, ces deux conformations ont é&ésyen évidence dans les gels de
pectates concentrés (0,3 g.Len présence de calcium (Jarvis & Apperley, 19%5).
solution diluée, une transition conformationnelle é#& mise en évidence entre une
conformation acide ;3(H") et une conformation plus neutre (Na * ou C&"). Néanmoins,
dans un gel de pectates de concentration moind®, données de modélisation et
expérimentales pointent vers une conformatippdr les zones de jonction entre les chaines
(Jarvis & Apperley, 1995; Braccini & Pérez, 2001).

Il a été montré que la conformation hélicoidalgaitépas modifiee par la méthylation
ou l'acétylation de la chaine (Péretzal, 2000). Néanmoins, la présence de charges le long
de la chaine augmenterait sa rigidité (Netal, 2005). De plus, I'insertion des régions RG |
ne provoquerait qu’une perturbation locale et naliffevait pas I'orientation générale de la
chaine (Cro®t al, 1996; Péreet al, 2000). L'insertion de chaines latérales n’ayvag non

plus d’incidence sur la conformation globale (Hw&gokini, 1992).

1.3.2.5. Gélification
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Une propriété remarquable des pectines est leusctapa former des gels, soit en
présence de calcium, soit en milieu acide et esgmee de saccharose, selon leur DM. La
gélification se définit par I'établissement d’'urse@u continu tridimensionnel de molécules de
polymere reliées entre elles par des zones deigonottenant une phase liquide entre les
mailles du réseau.

D’un point de vue moléculaire, un gel agueux sacdérise par trois éléments :

La présence de zones de jonction par lesquebBasddécules de polymére sont liées.

La présence de segments d’inter-jonction relatesgnmobiles.

La présence d’eau piégée dans le réseau.

Les gels de pectines sont qualifiés de gels phgsigar la connectivité entre les éléments
structuraux est assurée par des liaisons non-attesleen opposition avec les gels chimiques
établis par la création de liaisons covalentes. gels physiques de polysaccharides sont
meétastables et certains peuvent étre thermo-réessiLe nombre, la taille ainsi que la
position des liaisons varient avec le temps e¢taperature. Par conséquent, leur gélification
est un processus cinétique et le systéme peut évpkendant de nombreuses heures. En
général, I'équilibre n’est jamais atteint.

Le passage de I'état de solution a I'état géliéwen phénoméne critique. Pour les pectines,
ce passage est modélisé par la théorie de la ptimol La force des gels est caractérisée par
la détermination des modules conservatif G’ et deepG”. L'augmentation de G’ exprime
une améelioration des propriétés mécaniques du gel.

Le mécanisme de gélification des pectines dépeneulelegré de méthylation.

1.3.2.5.1. Gélification des pectines HM
Conditions

La gélification des pectines HM nécessite un milamide (pH < 3,5) pour que les
fonctions carboxyliques ne soient pas dissociéesnet teneur élevée en sucres solubles
(Thibault & Ralet, 2003a). Le saccharose est tygigent utilisé comme co-soluté a une
concentration supérieure a 55% en poids. Le mélaegane-sucre s’effectue a chaud et la
prise en gel intervient lors du refroidissement. degré de méthylation de la pectine HM
permet de prévoir son comportement de gélificatipmotamment le temps de prise (Thibault
& Ralet, 2003a).

L'ajout d’'une base forte (KOH ou NaOH) a une peethmutement méthylée conduit a la

formation de gel en présence de cations monova(évehret al, 2004). La description des
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mécanismes de gélification en présence d'une baite $era décrite dans le paragraphe

concernant les pectines LMf(§ 1.3.2.5.2).

Gélification en milieu acide et en présence deesucr

La concentration importante en sucre réduit I'at#ivde I'eau favorisant les interactions
chaine-chaine au détriment des interactions cladivent (Figure 9). Les conditions acides
réduisent la dissociation de l'acide carboxyligla. conséquence est une diminution des
répulsions électrostatiques entre les chaines. éesamsme proposé pour la gélification des
pectines HM est un alignement des hélices moléedgatabilisé par des liaisons hydrogene
entre les carboxyles non dissociés et les groupesmaicools secondaires. Des liaisons

hydrophobes sont aussi mises en jeu entre les gnoenqts méthyles.

Région HG

-« \
m,{\M/WV

K/h-../f‘“&

«sucre »
+ milieu acide
Groupements - "

7, methoxyles

TN

0, e Liaisons
5, o s )
j\ /g\ﬁ/ hydrogéne et
%\ﬁ hydrophobes

Figure 9 : Schéma du mécanisme de gélificationpgetines HM en présence de sucre et en
milieu acide.

Parameétres extrinseques influencant la gélificadies pectines HM

- Température et pH de gélification
Le mélange pectine-sucre est réalisé a chaud ptida en gel intervient lors du
refroidissement. Le taux de refroidissement a mo&léence sur la cinétique de gélification,

mais pas sur les propriétés du gel. La températiegegélification dépend du taux
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d’estérification pour des DM supérieurs a 70% amse de la concentration en pectines
(Neidhartet al, 2003). La diminution du pH en dessous du pKa @goe une augmentation
du module conservatif G’ et correspond a I'assamiaties chaines de pectines (Evagetbu
al., 2000).

Parametres intrinseques influencant la gélificatiea pectines HM

La distribution des groupements méthyles le londadehaine, diagnostiquée par le
DB, a une forte influence sur la cinétique de ggiion (L6fgrenet al, 2005). Le temps de
gélification des pectines HM (0,75% pectine, 60%ckarose, pH 3) est réduit lorsque le DB
est élevé. Le DB induit aussi une différence depantement du gel vis-a-vis de la présence
de calcium et du pH (Lofgreet al, 2005).

1.3.2.5.2. Gélification des pectines LM
La capacité a former des gels en présence d’iowalatits existe pour plusieurs
polysaccharides et donne lieu a des applicatiotisntdogiques. C’est le cas des pectines,
mais aussi des alginates (copolymeére d’afiiiemannuronique et d’acideL-guluronique).
Leurs structures ordonnées, chaines de galactesoret de guluronates respectivement,
génerent des configurations permettant I'associaties chaines via la présence d’ions
divalents impliqués.

Conditions

La formation des gels de pectines LM intervient ggsence d’ions calcium ou
d’autres cations divalents similaires non alimeesicomme Ci (McKennaet al, 2010)
dans des conditions de pH supérieures au pKa. lificgton des pectines LM peut aussi
avoir lieu en absence d’ions calcium dans des tiondide pH tres bas et tres hauts (Gilsenan
et al, 2000; Weheet al, 2004).

Mécanisme de gélification en présence d’ions caiciu

La gélification des pectines LM intervient par matetion ionique entre les résidus
dissociés d’acides galacturoniques non estérifidesecations divalents comme le calcium
(Figure 10). Les ions calcium établissent desdiagsde coordination entre les groupements
carboxylates de deux chaines pectigues adjace@&s.liaisons sont stabilisées par les

oxygéenes des hydroxyles adjacents.
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Figure 10 : Schéma de la gélification des pectitden présence de calcium.

Le modele moléculaire pour expliquer la gélificatibes pectines fait appel au modele
boite a ceufs (egg-box). Ce modeéle a été découwent la gélification des alginates en
présence de calcium. Etant donné que les chain€ald correspondent a I'image miroir
des chaines d’acides guluronigues, ce modele aterta étendu aux pectines. Mais dans ce
modele, les cavités formées par les chaines jomi@s pas une taille adaptée aux ions
calcium : elles sont trop grandes. Ces observatbomsionc conduit a la mise en place d’'un
nouveau modeéle « shift egg box » ol les chainescgmalées d’1,7 A par rapport au modéle
de la boite a ceufs (Braccini & Pérez, 2001). Cealdge permet la réduction de la cavité
initiale qui génére deux sous-cavités symeétriquestallle appropriée aux ions calcium
(Figure 11). Il crée aussi un réseau intermolépelldée liaisons hydrogene suggérant qu’elles
contribuent a la force du gel. Celles-ci impliquéad carbones 2 et 3 aux faces internes des

dimeres.
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Figure 11 : Représentation en baton de la meillass®ciation chaine de pectines-calcium-
chaine de pectines. D’apres Perez, Maztal, 2000.

Le modele boite a ceufs propose que la formationgeluimplique deux étapes: une
dimérisation initiale forte en hélice;2suivie par une agrégation des diméres liés
essentiellement par des liaisons électrostatiquegrégation entre diméres a été mise en
évidence, mais elle est moins forte et moins sjggmfque la formation des diméres. Les gels
calciques de pectates concentrés (0,3 d)rdont composés principalement d'une grande
proportion d’hélices droites;2mais aussi d’'une proportion de pectines en camdtion 3 et
d’agrégats hélicoidaux intermédiaires (Jarvis & éqbgy, 1995).

Mécanisme de gélification en absence d’ions diuvalen

Deux mécanismes ont été mis en évidence, I'un emiton acide et l'autre en
condition basique. En condition acide, Gilseraral. (2000) ont montré qu’il était possible
d’observer la gélification d’'une solution de pees8nLM lors de son refroidissement. Ce
phénomene est expliqué grace a I'établissemenia®ihs hydrogene intermoléculaires. En
effet, la modification du pH induit un changemeertanformation de la chaine de pectines
d’'une hélice 2 vers une hélice;3Cette conformation est beaucoup plus compacte.déne
de liaisons hydrogéne intermoléculaires peut algetablir entre un hydroxyle et le

groupement carboxyle du résidu suivant. D’autret,pda réduction des répulsions
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électrostatiques grace au bas pH permet le rappnoeht des chaines. En condition basique
entrainant une dé-estérification, les cations matemis (Na ou K) induisent la gélification
des pectines HM et le temps requis pour la formadio gel dépend de leurs concentrations.
Cette geélification s’explique par un effet combute dé-estérification des pectines par la base
et de I'écrantage des charges négatives par desminations importantes d’ions monovalents
(Wehret al, 2004).

Paramétres extrinseques influencant la gélificadies pectines LM

- Influence de la présence du calcium et de saeruration

L’augmentation de la concentration en calcium dane solution de pectines LM
permet d’observer successivement une solution ailpkes concentrations, un gel et un gel
avec un phénomeéne de synérese, i.e exclusion dangpaux concentrations les plus élevées.
Il a été montré que la mobilité des molécules detacelle des molécules de pectine sont liées
a la concentration de l'agent de liaison, doncalaiem (Dobieset al, 2005). La force du gel
augmente avec la quantité de calcium (Frastyal, 2009). La transition sol-gel observée est
décrite par la théorie de la percolation (de Genh@89). La transition rhéologique intervient
plus rapidement que la transition visuelle (Garmierl, 1992). L'évaluation de I'effet du
calcium sur des pectines de DM différent s’effe@unecalculant le rapport de la concentration
en ions calcium & la quantité de fonctions galactates, R = 2[Cd] / [COO] (Garnieret al,
1993; Capeet al, 2006).

L’affinité de la pectine pour le calcium est trdev@e et induit une gélification du
systeme méme en régime dilué, i.e. lorsque la cdret@n en polymeére (C) est inférieure a
la concentration critique d’enchevétrement (C*) riéar et al, 1993). Cette affinité dépend
des conditions du milieu. Dans I'eau, I'affinitéysdes ions calcium est indépendante de la
concentration en polymeres. Des phénomeénes de raivié pour la liaison calcium-pectine
(la liaison d’'un premier ion facilite la liaison glsuivants) sont observés en présence de sels
et non dans l'eau (Brauda al, 1992; Garnieet al, 1994). Dans I'eau, le comportement des
polyélectrolytes est anti-coopératif. En effetliédson d’un ion divalent diminue le potentiel
électrostatique et rend les liaisons suivantes snaisées. Les ions calcium doivent, dans un
premier temps, écranter les charges des chaindjysesc et, une fois que les répulsions
électrostatiques sont minimisées, ils peuvent mediai formation de liaisons inter-chaines. En
présence de NaCl (0,1 mot), I'écrantage des charges négatives de la peetneléja

réalise, les ions calcium peuvent induire la foioratdirecte de liaisons. Le comportement
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coopératif du calcium est perdu dans le cas oeddine présente des acétyles sur ses régions
HG (Renard & Jarvis, 1999b). L'augmentation de decé ionique a un pH neutre et une
diminution du DM et de la température abaissengjdantité de calcium nécessaire a la

gélification.

- Influence du degré de méthylation et de la métan des
méthyles
Le mélange pectine-calcium évolue de la solutias \egel, et vers une augmentation
de la force du gel avec la diminution du DM (Fraeyeal, 2009). En effet, lorsque le DM
diminue, le nombre de séquences suffisamment l@engoar former une zone de jonction
augmente. Néanmoins, la comparaison des proprié&slogiques de pectines avec des
degrés de méthylation proches, mais avec diffésendpartitions des méthyles a mis en
evidence l'importance de ce deuxieme parametraépartition des méthyles influence a la
fois la gélification pectine-calcium, mais auss Bels de pectines LM acides (Str@&mal,
2007). Les propriétés de gélification présentemt eorrélation plus importante avec le DBabs
gu'avec le DM. Récemment, I'impact du DBabs sursteucture du gel a été étudié. En
présence d’'une quantité de calcium suffisantepéesines avec un haut DBabs génerent des
zones de jonction coopératives, fortes et staBlesuite, le réseau se développe lentement et
tend vers un état d’équilibre. Les polyméres avex\uhleurs de DBabs faibles générent, dans
la plupart des cas, des zones de jonction moinpé&ratives et plus faibles. Le réseau
développé n’est pas stable et évolue. Mais la poesele longues régions dé-méthylées
favorise I'établissement d’interactions conféramt caractére plus élastique au gel formé
(Ngouémazongpt al, 2011). La polydispersité interchaines de la téjgar des méthyles en
relation avec le DM n’influence pas les propriédédiaison du calcium a la pectine (Ralet &
Thibault, 2002).
- Influence du degré de polymérisation
La dépolymérisation provoque une diminution de decé du gel. Néanmoins, les
effets déléteres de la dépolymérisation peuvert étbr partie contrebalancés par I'ajout de
calcium (Fraeyet al, 2009).
- Influence de la concentration en pectines
L’augmentation de la concentration en pectines pourapport stoechiométrique R
constant conduit & une augmentation de la foragetigFraeyeet al, 2009).
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- Influence des branchements

Récemment, il a été montré que la diminution du @& branchements d’'une pectine
(diminution de la teneur en arabinose) conduit elut®n diluée a une diminution des
propriétés élastiques du gel ainsi que de sa f@es.résultats suggerent un réle des chaines
d’arabinanes dans les propriétés des gels calcidilies pourraient contribuer a la stabilité
des réseaux de gel calcique et améliorer leursrigtép élastiques en réduisant la mobilité
des chaines par leur participation aux enchevétrenglgouémazongt al, 2011).

- Influence de la présence de co-solutés

A la difféerence des pectines HM, les co-solutés ro@me saccharose ne sont pas
nécessaires a la gélification, mais influent ssrpriétés du gel.

Le comportement des pectines LM en présence dricakt de sucre dépend a la fois
des parametres physico-chimiques du milieu et detare du sucre (Grosso & Rao, 1998).
Lorsque le pH est supérieur au pKa de la pectioatetaddition de sucre conduit a une
altération des propriétés visco-élastiques du geleffet, dans ces conditions, la répulsion
entre les groupements carboxyles libres est magintalconformation de la chaine est alors
tres étendue et le sucre ajouté peut interagir &veectine. Cette interaction défavorise la
formation de dimeres de pectines. D’autre partages co-solutés comme le sorbitol peuvent
complexer le calcium et entrer en compétition dagqmectine. Dans ce cas, plus la capacité du
sucre a complexer le calcium est élevée, plus ledutes du gel formé seront bas. Dans
certains cas, il est possible d’observer une autatien des modules, comme avec le
saccharose. Ce dernier ne peut pas complexerdeimalmais pourrait stabiliser les zones de
jonction en diminuant I'hydratation (Fu & Rao, 2001

Le mélange de pectines LM et de calcium en préseeceo-soluté polymérique,
comme la gomme guar ou I'inuline présente un cotepuent particulier. Dans ces systemes,
une augmentation des modules est observée a lemperature dans la solution pré-gel, due
a 'augmentation de I'association initiale des oleai pectiques en dimere. A l'inverse, une
diminution des modules est observée lors du rage@mnent a faible température, due a la
précipitation des pectates de calcium en largesgads contribuant peu a la formation du gel
(Giannouli et al, 2004a). L'étude de mélanges de pectines LM aviérehts co-solutés
polymériques a montré une influence de la tailkeladrigidité et du branchement du co-soluté

sur le comportement de gélification (Giannaatlial, 2004b).
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1.3.2.6. Propriétés émulsifiantes

Le role d’'un agent émulsifiant est de réduire lasten de l'interface d’une émulsion
(eau dans I'huile, huile dans I'eau...) pour lurmpettre de se diviser en fines gouttelettes et
d’étre stable. La plupart des polysaccharides mé¢ gas considérés comme des émulsifiants.
Néanmoins, les pectines peuvent étres utiliséesmepragent émulsifiant a condition de
réduire leurs interactions avec les ions divaléMazoyer, 2010). Pour cela, il est possible
d’utiliser des pectines de betterave dont le fauxtd'acétylation géne les interactions avec
les ions divalents. Il a aussi été montré que lestipes decitrus ou de pomme
dépolymérisées jusqu'a un poids moléculaire inféri@ 80 kDa possédaient de bonnes

propriétés émulsifiantes avec un taux d’acétylatias (Mazoyeet al, 1999).

1.3.2.7. Interaction avec les protéines

Les pectines peuvent interagir avec les protéinas f@mant un complexe
électrostatique réversible comme par exemple damsd pectine-caséine (Rediguietial,
2007). Dans ce cas, elles peuvent stabiliser settigices conditions de pH (pHpl caséine)
les émulsions de caséinate de sodium, huile deas,l'en augmentant les répulsions stériques
et électrostatiques entre les gouttes (Sethal, 2006). Le pH et la concentration en
biopolyméres ont une influence sur la stabilité me$anges.

Dans le cas d'un mélange de pectines et de pretéavec des propriétés de
gélification, lorsque l'un des deux biopolymeres thélange gélifie, une compétition
cinétique intervient entre la séparation de phase gelification. Dans le cas d’'un mélange de
pectines LM et de protéines dont la gélificatiomtp&re induite par la chaleur, il a été montré
gue le contrble de la gélification est influencér ga concentration de chacun des
biopolymeres et la présence ou non de calcium sbdeim (Donatet al, 2005a; Donat@t
al., 2005b).

Dans les produits alimentaires, les pectines pdudtea en contact avec différents composés
azotés comme les acides aminés et les protéinesioBPdreuses modifications chimiques

peuvent avoir lieu entre ces composés lors de dacktion des produits alimentaires, en

particulier dans le cas d’un traitement thermigaenidation, saponification des groupements
esters, hydrolyse des liaisons glycosidiques owartdé@xylation du groupement carboxyle

libre. La réaction d’amidation peut avoir lieu anf@rature ambiante et induit une diminution

du degré de méthylation (Kratchanaatzal, 2004).
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L’étude des interactions intervenant entre lesipestet les protéines présente aussi un intérét
pour la modélisation de la paroi. En effet, la padmétale est composée de protéines comme
les extensines. Des analogies ont été mises eerdadavec les intégrines, présentes chez
'animal, qui permettent le maintien des celluleansl la matrice extra-cellulaire. Ce role
pourrait étre transposé aux extensines chez leétandy Une interaction a été mise en
évidence entre une protéine modéle mimant une eixieret les pectines (MacDougatl al,
2001).

1.3.2.8. Interaction avec les ions métalliques

Les pectines ont des propriétés d’échangeur d’ilomst capacité a complexer les ions
meétalliques est liée au nombre d’acides galactguees libres présents sur les pectines
(Castaldiet al, 2010) ainsi qu’a la nature de I'ion métalliquendJéchelle de sélectivité a pu
étre mise en évidence pour les cations divalentsles pectines deitrus (DM 54%) et de
betterave (DM 58%). L’ordre déterminé est le suiva@u’* ~ P* >> zr** > Cd™* = Ni** >
C&* (Dronnetet al, 1996). La présence d'ions peut permettre la igétibn des pectines
selon la nature de l'ion et le DM de la pectine.lMé&r et al. (1998) ont montré en utilisant la
spectroscopie infrarouge I'existence d'interactiemsére les pectates et les ion & Mdf*,
méme si aucun gel n'est formé. A l'inverse, desrigttions fortes et une gélification ont été
observées entre &a SF* et les pectines faiblement méthylées et les pEtd®our les
pectines moyennement méthylées (DM 59, 1%), la &ion de complexes et de gels
s'effectue en présence de’NiCU*, zr**, Cdf* et PB* (Wellneret al, 1998). Dans le cas des
pectines hautement méthylées (DM > 90%)*'P& Cu¢* continuent a se lier, mais la
formation de gel n’est observée que dans le casidue. L’hypothese formulée est que, dans
le cas de Zf, Cd* et PE*, les zones de jonction seraient constituées dsieplts GalA
libres. Dans le cas du cuivre, Wellradral. (1998) ont montré que la gélification s’effectuait
avec 6% de GalA libres. La distribution statistigless GalA libres suggére ainsi I'existence
de zones de jonction formées par un seuf*Cua pectine présente une affinité plus
importante pour le cuivre que pour le calcium. &Heurs, la comparaison de gels réalisés en
présence de différents ions {AICU/") a montré que les gels formés en présence deigalci
possedaient une capacité d’hydratation plus fofiekennaet al, 2010).
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1.3.2.9. Interaction pectine-pectine

Il a été montré que le comportement d’'une solupentine-pectine en régime trés
dilué (0,8-0,16 g.I*) dépendait fortement de leur degré d’estérificatiespectif. Dans le cas
d'un mélange de pectines de DM proches dans ungiaolde NaCl (0,1 molt), les
interactions électrostatiques sont répulsives,isaqd’'un comportement attractif est observé
pour des pectines de degrés de méthylation diffei@tigliori et al, 2010).

1.3.2.10. Modulation des propriétés des pectines

1.3.2.10.1.  Amidation

Une dé-estérification des pectines HM en préseriamrdoniaque en suspension
alcoolique permet de convertir les groupements ax¢tks en groupements amide primaire
(-CONH,). Les pectines faiblement méthylées et amidéasrarssun meilleur contréle des
propriétés physiques en présence de calcium. lodsuis influencant la réaction d’amidation
sont le type de chaine alkyle de I'amine, la b#&sidu composé aminé (dépend du pH du
milieu réactionnel), la polarité du milieu réactmh et la température de réaction
(Kratchanoveet al, 2004). Les pectines LM amidées présentent urétiqgure de gélification
proche des pectines LM classiques. Néanmoins,ésepce des groupements amides permet

la gélification des pectines LM a pH acide infériaB (Capekt al, 2006).

1.3.2.10.2.  Méthylation
Les propriétés de gélification sont liées a la prtpn et a la distribution des méthyles
présents le long de la chaine de pectines. ll@stiple de méthyler les régions HG de facon
chimique pour étudier leur r6le dans les propriétéda pectine (Renard & Jarvis, 1999a;
Raletet al, 2005b). La plupart des procédés de méthylatidra®®e une diminution de la

masse molaire sans atteindre une méthylation maei(Rasenbohnret al.,2003).

1.3.2.10.3.  Réduction
La réduction des groupements méthyles par du bdrahy de sodium (NaBhH en
alcools primaires en présence d'acides libres perdee développer les propriétés de
gélification des pectines HM (Rosenboheh al, 2003). En effet, la transformation des
galacturonates en galactose permet d’améliorgprigmiétés de gélification des pectines HM
en réduisant la quantité de sucre a apporter.
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1.3.2.10.4.  Ajout d’un polymére gélifiant
1.3.2.10.4.1.  Gélification du mélange pectines LiNireates

Les alginates et les pectines forment des gelggigues a bas pH sous des conditions
telles que ni I'un, ni 'autre ne puissent gélifeul : absence de calcium et haute activité en
eau. Le fait que le pKa des chaines pectiques salignates soit compris entre 3,4 et 3,7
indique que les chaines doivent étre partiellenpeottonées avant 'interaction. La présence
de méthyles permet de réduire les répulsions élettiques. L’interaction synergique peut
étre décrite comme une association entre des l@sdes guluroniques et des régions
méthylestérifiées des pectines assemblées commmibam rigide. La composition de la
pectine et de l'alginate influence les propriétés gkl. Un mélange de pectines HM et
d’alginates riches en acide guluronique gélifiess@aforme d’'un gel fort avec un point de
fusion élevé, tandis qu’'un mélange d’alginatesesckn acide mannuronique et de pectines
LM gélifiera sous forme d’'un gel faible avec un mode fusion bas (Walkenstrost al,
2003).

1.3.2.10.4.2.  Gélification du mélange pectine HNagge

L’interaction pectine-gélatine dépend du ratio entes deux polyméres. Des
interactions électrostatiques entre la pectineaaidlatine peuvent se former dans certaines
conditions. A forte concentration en pectine, uépasation de phase apparait et perturbe le
réseau du systeme mixte. Néanmoins, l'utilisatierpdctines peut permettre de renforcer les
gels de gélatine (Liet al, 2007b).

1.3.3. Applications

La consommation annuelle mondiale de pectines @keatestimée a 45 000 tonnes et
représente un marché d'une valeur approximatived@@ millions d’euros. Ces chiffres
s’expliguent par le fait que les pectines sont es composants majeurs de la paroi cellulaire
végeétale et, par conséquent, dans un régime odalderoyen, 4-5 g de pectines sont

CcONsSOMmMmES par jour.
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1.3.3.1. Utilisation dans I'industrie agro-alimanta

Les pectines sont un ingrédient & haute valeurtégolargement utilisé par I'industrie
alimentaire. Elles sont considérées par la FDA @Faxnd Drug Administration) comme GRAS

(Generally Regarded As Safe) et répertoriées ddngoh Européenne sous le code : E440.

1.3.3.1.1. Les pectines HM

Les propriétés de gélification des pectines HM diemacide et en présence de sucre
sont employées dans différents produits agro-aliaies. Elles sont utilisées pour gélifier les
confitures. Leur ajout peut permettre de diminesrduantités de sucres ajoutées et de préparer
ainsi des confitures allégées en sucre (Gajar &iBa#002). Les pectines sont aussi employées
comme stabilisant dans les boissons laitieres famgi et les yaourts. Les pectines HM
permettent d’éviter les problemes de sédimentataursés par la floculation des protéines de
lait. Cet effet serait di a I'adsorption des pesdirsur la surface des agrégats de caseéines
induisant une répulsion entre ces agrégats (Jeesah, 2010). La modulation du degré de
méthylation des pectines HM ainsi que leurs pH ilisation permet leur emploi dans

différentes productions (Tableau 2).

Degré de i . L
) _ pH Temps de prise  Nom commercial Applications
méthylation

. _ Confiture de fruits entiers
74-7T7% 3,1-3,4  1-3 minutes Ultra-Rapid Set _ N _
Produits laitiers acides

71-74% 3,0-3,3  3-7 minutes Rapid Set Confituresitpge
' ' Confiture acide (framboise)
66-69% 2,8-3,1  15-25 minutes Medium Set o
Confiserie
Confiture acide a tres acide
58-65% 2,6-2,9  30-120 minutes  Slow set (cassis)

Gelées

Tableau 2 : Les utilisations des pectines HM dandustrie agro-alimentaire en fonction de
leur DM (Thibault & Ralet, 2003).
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En confiserie, les pectines permettent égalementotdectionner des pates de fruits avec
'ajout ou non de gélatine. Les pectines HM peuvéine employées pour remplacer les
matieres grasses dans les gateaux @i, 2010).

1.3.3.1.2. Les pectines LM

Les pectines LM sont employées pour leurs promiée gélification en présence de
calcium. Elles permettent de confectionner desittow allégées en sucres et, dans le cas des
confitures avec des morceaux de fruits, assurerépaatition homogene de ces derniers.
Elles peuvent étre utilisées avec d’autres agemdbilisants et gélifiants comme les
carraghénanes, par exemple dans I'amélioratiorcadesctéristiques sensorielles des produits
alimentaires allégés en matieres grasses commertehiits a base de viandes ou les
patisseries (Candogan & Kolsarici, 2003; kiual, 2007a; Minet al, 2010).
Les pectines LM améliorent la texture des prodlaisers comme les yaourts, les cremes
desserts ou les cremes employées pour le remmisdag patisseries. Les pectines LM
amidées sont aussi ajoutées aux préparations éestia réaliser des nappages ou des

glacages.

1.3.3.2. Utilisation des pectines dans I'indusgpii@armaceutique

Les pectines ont été longtemps utilisées par I'stidilel pharmaceutique comme agent
colloidal et anti-diarrhéique. En effet, les peetirsont des fibres alimentaires car elles ne sont
pas hydrolysables par les enzymes humaines. Lart@emepectines d’une fibre est importante
pour ses propriétés diététiques (Guillenal, 1998). Les pectines se classent parmi les fibres
solubles et, a ce titre, peuvent contribuer a abaike taux de cholestérol sanguin et a ralentir
I'absorption intestinale des nutriments en épasssisle bol alimentaire.

Les préparations pharmaceutiques emploient ausgpdetines pour leurs propriétés
émulsifiantes dans le but d’améliorer la dispoitibitlu principe actif.

Les pectines HM de pommes ont ainsi été testées ngaliser des nano-émulsions avec un
médicament modéle faiblement soluble dans l'eatrgtonazole). La présence de pectines
diminue la taille des gouttes et augmente la bpmmhgbilité du médicament (Burapapaethal,
2010).

Une autre application des pectines dans les prépasapharmaceutiques est de
permettre une libération du principe actif cibléamporellement et spatialement (Drug

delivery). Différents systemes ont été mis au ppour differentes administrations du principe
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actif. Dans le cas d'une administration orale, pegtines sont employées pour protéger le
principe actif le long du tractus gastro-intestiegle libérer dans le colon. En effet, les pecine

sont dégradées spécifiguement par la flore du co® Yates, 2002). Pour cette application,

les pectines peuvent étre modifiées chimiquementélangées a un polymere hydrophobe,
puis gélifices sous forme de billes. Ces traitesigrarmettent d’améliorer le contrble de la
libération du principe actif (Das & Ng, 2010; Pin&910).

Dans le cas d’'une administration nasale, |'utiimatde pectines permet d’augmenter
le temps de présence du principe actif dans lat&éadsale (PecSy¥) d'Archimedes). Une
solution de pectines contenant le principe actifibérée sous forme de petites gouttes dans la
cavité nasale. La pectine interagit avec les mgciohe la muqueuse nasale, un contact étroit
s’établit alors entre la pectine et la couche deusuLiu et al, 2007c). De plus, les ions
calcium contenus dans la muqueuse nasale amengeattiae a former une fine couche de gel.
Le principe actif est donc retenu au contact del@ueuse nasale et, par conséquent, absorbé
de facon rapide, mais contrblée. Cette technolggiemet de s’affranchir des problemes
d’égouttement ou d’avalement de la solution médareuse rencontrés avec les vaporisateurs
nasaux classiques. Une des indications est |ennait de I'acces douloureux transitoire lié a
différents cancers (Porteney al, 2010).

Dans le cas d’'une administration transcutanéefdasulations a base de pectines
favoriseraient I'adsorption sur la peau du princgeéf (Liu et al, 2007c). Dans le cadre de la
lutte anti-malaria, des essais ont été conduitg theat pour 'administration de chloroquinine
par voie transcutanée grace a des patchs réaligagiade pectines amidées (Musabayahe
al., 2003).

D’autres applications sont possibles pour la pectlans I'industrie pharmaceutique.
Les gels de pectines peuvent servir de matrice loaréation de biominéraux, définis comme
des agglomérats de cristaux distribués a lintér@@une matrice organique principalement
composée de polysaccharides et de protéines. Larafisation apparait spontanément en
présence d’'une quantité adéquate de calcium ehdgppate et se manifeste par un dép6t de
phosphate de calcium. La présence des groupem@fs @ la pectine stimule la liaison de
cations a partir de la solution vers le substraélaboration de microspheres injectables
composees de pectines et de phosphate de caloiiénréalisée pour servir de support dans le

cadre d’'une régénération osseuse (Munetrial, 2010).
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2. Les pectines méthylestérases

Les pectines méthylestérases (PME, E.C. 3.1.1drt)des enzymes classées dans la
famille 8 des carbohydrates estérases (CE 8) ddaksification CAZy. Elles catalysent
'hydrolyse des méthyles estérifiés sur certain@ugements carboxyles des acides
galacturoniques en méthanol et en protons. La déctaide ces enzymes a été effectuée par
l'industrie descitrus. En effet, les PME sont responsables de la clatifio indésirable des
jus de fruits.

Les PME sont des enzymes ubiquitaires chez tdeseplantes supérieures. Elles ont
été mises en évidence dans tous les organess, fietiilles, tiges, fleurs et racines. Les PME
sont le plus souvent associées a la paroi végptaleles interactions ioniques et sont ainsi
extraites grace a une forte force ionique ou uraldée du pH vers la région alcaline (de
Assiset al, 2002). Néanmoins, des formes solubles ont atégiéeouvertes. Les PME sont
aussi produites par les micro-organismes phytogaies (champignons et bactéries) et
symbiotiques lors de leurs interactions avec latplaLes PME ont également été mises en
évidence chez certaines levures dont les levuragbyfo&ophes et chez certains insectes
phytophages (Nakagaved al, 2000; Sheret al, 2005).

2.1. Caractéristigues structurales et catalytiques

2.1.1. Propriétés physico-chimiques

Les PME sont des enzymes de taille moyenne avemasse molaire comprise entre
25 et 54 kDa. Elles sont actives sous forme de ménes. Les PME d’origine eucaryotique
peuvent étre glycosylées via I'azote de l'aspamagm I'oxygeéne de la sérine ou de la
thréonine. Néanmoins, seul un petit nombre de PMEogylées a été découvert chez les
plantes comme le kiwi (Ciardiellet al, 2004) et chez les champignons comispergillus
aculeats (Christgauet al, 1996). La glycosylation ne semble pas avoir tliefice sur
l'activité de la PME. En revanche, elle pourraibimwn réle dans la spécificité du substrat
(Warrenet al, 2002).

Le point isoélectrique (pl) des PME varie de 3,lrpone PME fongique a 11 pour
une PME de tomate. La plupart des PME purifiéageissle plantes présentent un pl neutre ou
alcalin expliquant leur localisation dans la calules PME avec un pl neutre ou légerement

acide ne sont pas liées a la paroi, tandis quENES avec un pl alcalin se lient a la paroi qui
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est faiblement acide (Ciardiellet al, 2004). Chez une méme espece, il est possible de
rencontrer des PME avec une gamme de pl import&#e.exemple, on note chez le lin,
I'existence de trois groupes de PME de pl diffé&emeutre (pl = 7-7,5), basique modéré (pl
= 8,5), tres basique (pl > 9,5) (Lacoek al, 2003; Al-Qsouset al, 2004). Quelques PME
végeétales avec un pl acide ont aussi été misesidange. La plupart des PME bactériennes

et fongiques ont, quant a elles, un pl acide.

2.1.1.1. Structure primaire

De nombreuses PME végétales et microbiennes osgdtéencées. La comparaison de
la séquence en acides aminés de 127 PME d’originesses a permis de mettre en évidence
l'existence de cing segments ayant des fortes aiit@E représentant les motifs
caractéristiques de la famille des PME ainsi querésidus strictement conservés (trois
glycines, un acide aspartique, une arginine, et tiyptophane) et plusieurs résidus
aromatiques tres conservés (Markovic & Janecek4RQ@algré cela, les PME de plantes,
bactériennes et fongiques présentent des diffésehcalignement de ces séquences a aussi
permis de classer les PME en dix groupes phyloggrexs distincts. Les PME végétales sont
divisées en huit groupes tandis que les PME bactéeis et fongiques appartiennent a deux
groupes distincts.

2.1.1.2. Structures secondaire et tertiaire

Jenkinset al. (2001) ont établi la premiere structure tridimensielle d’'une PME. La
PME d’Erwinia chrysanthema été exprimée chdacillus subtillisa partir du gen@meA et
a été étudiée en cristallographie aprés purificatiette caractérisation a été suivie par la
découverte de la structure de deux PME végétatemafe et carotte) en cristallographie
(Johanssoet al, 2002; D'Avinoet al, 2003).
Chacune des trois enzymes présente la méme suptustr secondaire. Elles sont
caractérisées par une héligele pas a droite a trois feuillets (Figure 12 BgtChaque coté
de I'hélicep est constitué de trois feuillgisparalleles : PB1, PB2, PB3 (Figure 12 A : PBl en
marron, PB2 en vert, PB3 en jaune) liés par deslbsu T1, T2, T3 (Figure 12 B) sortant de
la structure de I'hélice. Cette hélice est ausd&sente chez d’'autres enzymes pectinolytiques :
pectate lyase, pectine lyase, polygalacturonaseha&mnnogalacturonase. La PMEEd’
chrysanthempossede une hélioge a I'extrémité N-terminale de I'hélicB (Jenkinset al,
2001).
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Figure 12 : (A) Structure de la PME de carotte, (B¢ de la structure de la PME tournée a
90° selon l'axe x représenté vers I'extrémité Nileale. D'apres Johanssenal, 2002.

L’espace a lintérieur de I'hélic@ est essentiellement hydrophobe. La présence de cet
hélice B conférerait une résistance a la pression (DBtial, 2005). Un pont disulfure a été
mis en évidence chez la PMEEXhrysanthemf{Jenkinset al, 2001). Le site de liaison a la
pectine est situé dans une faille peu profonde éerpar les boucles extérieures (Figure 12 A
en rouge) et accessible au solvant. La partie @entte la faille est formée par plusieurs
résidus aromatiques (tyrosine, phénylalanine @tdphane, Figure 13A partie orange). C'est
une caractéristique des sites de liaisons aux -okgopolysaccharides. Une molécule de
pectine dans une conformation héligep2ut entrer dans cette faille ; les esters de ylesth
pointent dans différentes directions pour des ussid’acides galacturoniques successifs.
Cette faille contient aussi des acides aminés ce@se deux Asp (Figure 13 B: D136,
D157), deux GIn (Figure 13 B : Q113, Q135) et umg figure 13 B : R225) qui constituent
le site actif (Figure 13 B). Cette séquence e$édihte de celle rencontrée chez la plupart des
estérases dont le site actif est consitué d’'ureddricatalytique Serine-Histidine-Acide

Aspartique (Jenkinst al, 2001).
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Figure 13 : (A) Représentation de la surface dd°NE de carotte présentant la faille
permettant la liaison a une chaine de pectines lisédéans une conformation proche d’'une
hélice 3. (B) Représentation du site actif avec une model substrat modéle. D’aprés Jolie
etal, 2010.

Le repliement des PME végétales et fongiques esthpr La différence entre les deux se
situe dans la profondeur de la faille (Figure 1#s: bords de la faille sont plus hauts pour la
PME d’origine bactérienne (Johanssaral, 2002; D'Avinoet al, 2003).

Figure 14 : Superposition de deux PME, la PME deotta en rouge et cell@'E.
chrysanthemen bleu. D'aprés Johansssiral, 2002.

Les PME sont typiquement des enzymes monomériduas grésentent pas, par conséquent,

de structure quaternaire. Néanmoins, il est passiblles rencontrer sous forme de complexe
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en association avec une activité pectine lyaseobygplacturonase chez certaines bactéries du
genreClostridium(Van Rijsselet al, 1993).

2.1.2. Activité catalytique des PME

Les pectines méthylestérases catalysent la réastigante :

Equation 2.1.2. | : Pectine + nH;0 — pectate + nCH;0H + nH~

Les PME présentent une forte spécificité pour hlesiresu-(1—4)-D-galacturonanes,
avec une préférence pour les chaines de faibles poadéculaire avec 91% de GalA méthylés
(Schombirg & Salzmann, 1991). Leur action est papsde sur les liaisons esters adjacentes
aux carboxyles libres. Certaines PME comme cellesaia peuvent aussi catalyser la dé-
estérification du p-nitrophénylacétate (équatidh211). Ce substrat artificiel est alors utilisé
pour doser l'activité PME (Nagt al, 1991) :

Equation 2.1.2 11 :

p—nitrophényiacetate + H;0 - p — nitrophényie + acide acétique
(Schombirg & Salzmann, 1991)
Les PME sont inhibées de facon non spécifique paarentes catégories d’'inhibiteurs: des
ions métalliques lourds (Hf Cu...), des sels (NECI, NaN;), des détergents (SDS,
EDTA...), des sucres (glucose, saccharose...) (Scig&tSalzmann, 1991).

2.1.2.1. Mécanisme d’action

Un mécanisme d’action a été proposé pour les PMfetates et bactériennes (Figure
15) (Johanssoat al, 2002; Friest al, 2007).

Un acide aspartique active I'ester de méthyle parliaison hydrogene avec I'oxygéne
du groupement ester.

Un second acide aspartique via son groupement xgeie chargé négativement
réalise une attaque nucléophile sur le carboné&edtet. Cette attaque génére un intermeédiaire
tétrahédral avec une charge négative sur I'oxyg@ee.intermédiaire est stabilisé par une
chaine latérale de glutamine et un acide aspartigus le cas &. chrysanthem(Frieset al,

2007) ou deux chaines latérales de glutamine @%RME végétales (Johanssiral, 2002).
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Le premier résidu d’acide aspartique intervientsakn tant que donneur de proton. La

protonation du groupe partant permet de libéremithanol et génére un intermédiaire

anhydre.

Puis, ce méme résidu extrait un proton a partimel’'umolécule d’eau par son
groupement carboxylate. Cette extraction catalysaltolyse de la liaison entre 'anhydre et
le premier acide aspartique. Le site actif retroaiwmsi son état initial et I'acide galacturonique
est dé-méthylé.

Grace aux acides aminés aromatiques, la chaineddte dans la faille et 'enzyme peut

glisser le long de la chaine de pectines.
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Figure 15 : Mécanisme catalytique proposé. D’'aprésset al, 2007.
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La spécificité de la liaison a été étudiée cBezhrysanthemill a été montré que la présence
d'un acide galacturonique libre précédant le sitbf @tait indispensable a la fixation de
'enzyme. La dé-estérification s’effectue dans anssparticulier, elle a lieu du c6té réducteur

d’un acide galacturonique libre.

2.1.2.2. Mode d’action des PME

A la différence d’'une dé-méthylation chimique ganduit a une distribution aléatoire
des méthyles résiduels, I'action des PME conduitédistribution plus ordonnée.

Trois différents modes d’action ont été déecritosdh distribution intrachaine et interchaine
finale (Grasdalewt al, 1996; Denest al, 2000) :

Mécanisme de chaine simple (single-chain mechanistnd’attaques multiples
(multiple-attack mechanism) : la PME retire tous ésters de méthyles contigiis d’'une seule
chaine de pectines, puis se dissocie du substeamd&tanisme conduit a une répartition en
blocs sur une partie de la population de pectines.

Mécanisme de chaines multiples (multiple-chain raaim) et attaque simple
(single-attack) : la PME catalyse une seule réactivant de se dissocier. Ce mécanisme
conduit a une répartition aléatoire des GalA déhylés sur toute la population de pectines.

Mécanisme de chaines multiples et d’attaques nhestipla PME retire un nombre
limité d’esters de méthyles avant dissociation dmglexe enzyme-substrat. Le nombre
d’événements catalytiques avant la dissociatiomggelé degré d’attaque ou de processivité,
p. Ce mécanisme conduit a une distribution des GEAnéthylés en blocs plus ou moins
longs selon le degré d’attaque sur toute la pojaulate pectines.

En plus de ces trois mécanismes, un mécanismeénpptaire a été postulé : le mécanisme
de chaine simple et d’attaque simple, mais il @s @é mis en évidence.

Le mode d’action de chague PME dépend de son erignais aussi du pH, du DM initial de
la pectine et de son poids moléculaire (Tanhatasséléet al, 2011). Les interactions salines
ou électrostatiques et le pH jouent un role fondaalalans le contrble de I'activité des PME
en modulant a la fois le nombre et la distributitas carboxyles libres et estérifiés. Le mode
d’action des PME végétales est plutbt de type ehsiimple - attaques multiples (Grasdad¢n
al.,, 1996; Massioet al, 1997; Catoireet al, 1998; Raletet al, 2001b; Ralet & Thibault,
2002) (cf. § 2.1.2) et aboutit donc a une répartigen bloc des méthyles résiduels, tandis que

les PME fongiques ont plutét un mode d’action daiices multiples — attaques multiples, qui
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aboutit a une répartition plus aléatoire des méthyésiduels (Massi@t al, 1997; Raleet
al., 2001b) (cf. § 2.1.2).

2.2. Les PME végétales

2.2.1. Diversité

Chez les plantes, les PME sont présentes damsetifs tissus et organes végétaux et
forment une famille multigénique d’isoenzymes. légsencage du génomeAdabidopsis
thalianaa permis d’identifier 66 ORF (Open Reading Frane)ant pour des PME putatives
(Micheli, 2001). CheZPopulus trichocarpaB89 ORF ont été identifies. Le nombre de PME
putatives identifiées pourrait étre mis en relatevec la proportion d’homogalacturonanes
présente dans la plante. En effet, chez le@iz/fa sativa)ou cette proportion est faible, 35
ORF ont été mis en évidence. Le séquencage d’'autresocotylédones (mais) et
gymnospermes (pin) va permettre de fournir lesédiffices entre ces deux classes et des
informations sur le réle des PME chez les gymnaspsr(Pellowet al, 2007).

La diversité des PME est trés importante au seima’'méme plante. Chez l'orange, de
nombreuses PME ont été isolées et caractériségar{Sat al, 2002; Cameromt al, 2003;
Cameroret al, 2005). Les PME ont d’abord été classées selarthheumostabilité, puis selon
la dépendance de leur activité a la présence delseltype | a un caractere sel-indépendant,
tandis que le type Il est sel-dépendant. Les PMEype | sont synthétisées spécifiquement
dans les fruits tandis que les PME de type || synthétisées de facon ubiquitaire dans les
tissus végétatifs. La PME 2 est I'isoforme la phlndante dans les extraitsaus. C’'est
une PME thermolabile de type I. Cette enzyme adetdtifice comme étant la PME d’orange
Valencia commerciale (Savaey al, 2002). L’étude du mode de dé-méthylation des PME

4 en RMN a montré que ces 3 enzymes avaient un medk2-méthylation en blocs (Lee

al., 2008).

2.2.2. Structure

Les PME végétales sont appelées pré-pro-protéirseségion pré ou peptide signal
est nécessaire pour I'adressage de la protéinelelaésculum endoplasmique. La région pro

est une extension N-terminale de longueur varighl@résentant des variations en acides
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aminés d’'une isoforme a l'autre (Markovic & Janec2®04). La région pro peut posséder un
domaine de liaison a un inhibiteur de PME (PMEI§ 2.2.3.3).
Les PME végétales sont codées par deux types as gEigure 16), classés en fonction de la
présence de la région pro (Type) et de la présdhwedomaine PMEI (Groupe) (Micheli,
2001; Pellowet al, 2007) :

- Type l/Groupe 2 : présence de 2 a 3 intronswatellongue région pro contenant 1

a 3 domaines PMEI.
- Type ll/Groupe 1: présence de 5 a 6 introns 'ehed région pro courte sans

domaine PMEI; structure proche des genes de PMintifttes chez les

phytopathogénes.
Group 1 SP/TM PME domain
Pfam01095
pl 5.3-9.2 /MW 27.7-45.3 kDa
Group 2 SP/TM SS (PMEI domain) PM PME domain
N-term - I I C-term
Pfam04043 Pfam01095
pl 5.1-9.7 /IMW 52.4-105.6 kDa
- PRO part o MATURE part .
pl 4.6-10.1 /MW 17-70 kDa pl 4.3-10.6/MW 32.0-53.3 kDa

Figure 16 : Structure des génes de PME végétalaprés Pellowet al, 2007.

La pro PME est sécrétée dans I'apoplasme via ldecisédial et le trans Golgi. Or,
seule la protéine mature est extraite de la pamiclivage de la région pro doit intervenir
avant ou aprés la sécrétion dans I'apoplasme. lee dé la région pro n'est pas encore
déterminé. Plusieurs hypothéses peuvent étre gydasgPellouet al, 2007) :

- Unrdle dans la fonction biologique des PME.

- L’adressage de la PME a travers la paroi celiglai
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- Un r6le de chaperonne intermoléculaire (replieim@mmformationel de la partie
mature de la PME comme inhibiteur de I'activité ynatique pendant la sécrétion
dans I'apoplasme pour éviter une dé-méthylatiop pgcoce des pectines (Bosch
et al, 2005).

2.2.3. Réle physiologique des PME végétales

Les PME sont impliquées dans de nombreux procesBysiologiques notamment
dans la croissance et le développement de la pi@améeque dans ses défenses.

Leur principal role est de remodeler la pecimenura Leur action peut produire deux effets
opposés (Micheli, 2001) :

Une dé-méthylation en blocs génere des longuesiigraupements carboxyles libres
qui interagissent avec le calcium induisant undigélion des régions homogalacturoniques,
et donc un renforcement de la paroi. Par exemglez de lin, il a été montré une forte
expression d’'un gene codant pour une PME (Lupmegfsd’élongation cellulaire (Al-Qsous
et al, 2004).

A linverse, une dé-méthylation aléatoire entraime augmentation de la sensibilité

des pectines aux pectinases endogenes et exogeaesa d'une part, de la répartition des
méthyles et, d’autre part, du relargage de protprisactivent les pectinases (van Alebetk
al., 2003). L’effet observé est alors un relachemeriadaroi.
L’activité des PME modifie également le pH de lagpale pH pourrait étre impliqué dans la
régulation de lactivit¢ des PME en activant ouiliaimt les différentes isoformes. Par
exemple, trois isoformes de PME cohabitent aveférdints pH et différentes sensibilités aux
ions et différents ¥ax et Ky, chez I'hypocotyle de haricot (Bordenaseal, 1996).

2.2.3.1. La croissance et le développement desgslan

La méthylestérification des pectines joue un réleial dans le développement de la
plante. Le DM est maximal pendant I'expansion dedhule et diminue quand I'élongation
cellulaire cesse. Les pectines possedent des éastiguies particulieres, notamment liées a
leur capacité a lier les cations dont le calciureluEci contribue a I'intégrité de la matrice
pectique en liant deux chaines homogalacturonaoas former une zone de jonction. Le

nombre de résidus GalA libres consécutifs nécesssaiices zones dépend de la concentration
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en calcium et de la structure des pectines. OrPME ont un impact direct sur la quantité
d’acides galacturoniques libres.

La croissance de la paroi cellulaire induit uneidirtion de la concentration locale en protons
(augmentation du pH) due a une diminution du paerglectrostatique de la paroi
(Moustacaset al, 1991). En effet, I'incorporation de pectines négdkétisées méthylées, et
donc plus neutres, diminue la densité de charge garoi. Cette augmentation de pH peut
activer les PME. Celles-ci restaurent le potendigictrostatique initial. Ce phénoméne est
amplifié par un apport d’ions métalliques, lié arlaffinité pour la matrice polyanionique. En
effet, l'arrivée d’ions métalliques comme le catbiuva augmenter la dissociation des
complexes PME-pectines. L’augmentation de la camagon en ions métalliques et en
protons active les enzymes de relachement de t. g2e plus, 'apparente inhibition de la
PME par les hautes concentrations en ions peut cgg@nsidérée comme un meécanisme
empéchant le potentiel électrostatique d’étre tabpvé. Differentes études ont montré
l'influence des PME sur la croissance des planfd®z le tremble, il a été montré que les
PME étaient impliquées dans le contréle de la sevise des cellules du bois et, par
conséquent, dans le contrdle de la longueur et tledeur des fibres de bois (Siedleekal,
2008). L'inhibition partielle de I'expression d’ur®ME ubiquitaire chez la pomme de terre
(Solanum tuberosumaffecte la croissance de la plante, la polargéctbissance de ses
feuilles et la répartition des ions dans la paraiiqg et al, 2004).

Les PME jouent également un rdle dans la croissatcke développement des racines.
L’expression des PME est corrélée spatialemen¢raporellement avec le détachement des
cellules de la coiffe. En effet, l'inhibition pagtie de I'expression d'un géne de PME
empéche le détachement normal des cellules deilzerahez le pois (Weet al, 1999). Une
implication dans la croissance de I'hypocotyle @tecdu tube polinique a aussi été montrée
(Boschet al, 2005). Les PME interviennent aussi dans le d@pelment des différents tissus.
Elles ont un réle dans le développement du graipallen (Boschet al, 2005; Francit al,
2006), la maturation des fruits (Brummadt al, 2004), la différenciation des cellules
cambiales (Guglielmineet al, 1997b) ainsi que dans la germination de la gréiRen &
Kermode, 2000).

2.2.3.2. Interaction avec les micro-organismes®wlrus

Les PME peuvent avoir une implication dans la pha&avasion des virus

phytopathogenes. Lors de linfection par le virus & mosaique du tabac (TMV), la
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transmission du virus cellule a cellule n’est pblesque si la protéine de mouvement du TMV
(TMV MP) se lie a une PME ubiquitaire (Chenal, 2000). En effet, le retrait de la séquence
de liaison n’empéche pas la réplication et 'asdage du virus, mais ne permet plus a la
TMV MP d’augmenter la perméabilité du plasmodesmdomc, la transmission a la cellule
voisine. Cette PME est aussi reconnue par le deus mosaique du navet et du chou-fleur.
Mais les PME ont aussi un réle de défense congreitas phytopathogénes.

Il a été montré que les PME pouvaient avoir un réés le « RNA Silencing », un
mécanisme de défense contre les virus (Doroklebval, 2006). L’extinction post-
transcriptionnelle de gene (Posttranscriptionalegsitencing) ou ARN interférant (RNAI,
RNA interference) est un mécanisme de régulatiengdmes spécifiques d’'une séquence.
comprend I'extinction des génes induits par leasifVIGS, virus-induced gene silencing) et
I'extinction des genes transgéniques (TIGS, tramsgeduced gene silencing).

Les PME pourraient aussi étre impliquées danshlisement des relations symbiotiques
entre la plante et la bactérie symbiotique notantraenniveau de la formation des nodules
(Lievenset al, 2002; Rodriguez-Llorentet al, 2004).

2.2.3.3. Contrble de l'activité des PME végétales

L’activité PME est controlée au sein de la plargdaton spatiale et temporelle, selon
le niveau de croissance et de différentiation deellule. Chez le peuplier, Guglielmird al.
(1997) ont montré que les PME sont absentes darta des cellules cambiales et de leurs
premieres cellules-filles. Mais la synthese des RMiSte car elles sont détectées au niveau
des dictyosomes. En fait, I'exocytose des PME iea [ue lors du premier processus de
différenciation cellulaire. Un autre exemple dutcéle de I'activité des PME est la régulation
saisonniere de la croissance chez le peuplierrét'ale la croissance en saison de repos est
associé a un remplacement d’'une PME neutre paPWite alcaline. L'inverse se produit en
saison active (Guglielminet al, 1997a). Certaines PME sont exprimées a des stiales
développement particuliers comme le mirissementfdéts, la germination du grain de
pollen ou I'élongation de la tige. Chez le lin,RME codée par le géne Lupme n’est active
gue chez les tissus vasculaires jeunes et indiftés et non dans les tiges matures (Lacoux
et al, 2003).

En plus du role possible de la région peb § 2.3.1.1.), la régulation de I'activité des
PME est assurée par des inhibiteurs protéiques Péetin Methylesterase Inhibitor (PMEI).

Chez le kiwi Actinidia chinensis une protéine de 152 acides aminés inhibant g P
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végetale a été isolée (Balestrieti al, 1990). Les PMEI inhibent les PME végétales en
formant un complexe non covalent (steechiométrig (DLMatteo et al., 2005). L'inhibition a
lieu par recouvrement de la faille par le PMEI eofyat I'interaction avec le substrat. Mais
les PMEI sont inefficaces sur les PME produiteslparorganismes fongiques et bactériens
car elles possédent une boucle extérieure qui émdéaapprochement du PMEI (Jodieal,
2010). Certaines PME végétales ne sont pas inhjpéekes PMEI, une PME A. thaliana
possede un brifp qui pourrait empécher la fixation de I'inhibite(lDedeurwaerdeet al,
2009).

Malgré cela, les PMEI auraient un role de défensatre les micro-organismes
phytopathogénes en influencant la sensibilité delai a la dégradation. En effet, les plantes
surexprimant les PMEI sont plus résistantes atectigns (Lionettiet al, 2007).

2.2.4. Parametres influencant I'activité catalytiqe des PME végétales

L’activité des PME végétales est influencée papklmmetres environnementaux. Ces
PME ont un mode d’action chaine simple - attaquelipies. Ce mode d’action peut étre
modulé d’'une isoforme a une autre (Kiet al, 2005) ainsi que par les parametres

environnementaux.

2.2.4.1. La température

La thermostabilité des PME est trés variable. D’pas, elle varie avec l'origine de la
PME : Lisoforme PME-2 de kaki est thermostableqjuia 80°C (Alonsoet al, 1997).
D’autre part, chez un méme organisme et dans unentidsu, il est possible d’identifier des
PME de thermostabilités et de températures optenaités différentes. Chez I'orange,
plusieurs isoformes de PME ont été isolées. La AMISt plus active a 30°C, tandis que la
PME 3 thermostable présente une activité optimalé°@ (Cameronet al, 1998). Les
pectinesterases | et Il sont inactivées respecewera 70°C et 60°C tandis que pour inactiver
la pectinesterase de haut poids moléculaire, umpédeature de 90°C est requise (Verstekg
al., 1980). De plus, les PME peuvent rester activemeng trés faible température et méme si
leur activité de dé-estérification diminue forterndha été montré que la PME de tomate est
encore active a -18°C. En effet, les PME peuverdifieo la texture des fruits et des légumes
congelés a -20°C s’ils n'ont pas été prealablerbkamtchis (Terefet al, 2009).
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2.2.4.2. Les inhibiteurs

Les PME végétales sont inhibées par les inhibiteclessiques de lactivité
enzymatique, comme les PME fongiques (cf. § 2.1D®).facon plus spécifique, les PME
végetales sont inhibées par différentes molécudsgses du métabolisme secondaire de la
plante : les catéchines et notamment I'épigalladate, sont des inhibiteurs compétitifs de
nombreuses PME végétales (Lewisal, 2008). Elles sont aussi inhibées par les prodlgts
leur action de facon compétitive par exemple, pagide galacturonique. Cette inhibition
chez la PME de pomme dépend du DM de la pectidisadicomme substrat et du pH du
milieu réactionnel si I'on compare le.et le K, apparent obtenus pour différentes conditions
(Macdonald & Evans, 1996) (Tableau 3).

pH NaCl k., Apparent k,°
(M) (g mi™") (ug ml™")

62% DE pectin

50 02 172 397

50 0-4 1030 1038

7-0 0-2 123 125
36% DE pectin

50 0-2 40 - 109

50 0.4 182 258

70 0-2 44 76

Tableau 3 : Evolution du Kde la PME de pomme en fonction de la force ionigluepH et
du DM d’une pectine de pomme ainsi qu’en préserica thhibiteur compétitif I'acide
polygalacturonique.

Le Km apparent correspond a l'activité en préseli@eide polygalacturique (Macdonald &
Evans, 1996).

Les PME végétales peuvent aussi étre inhibées rparhibiteur protéique spécifigue PMEI
(cf. 8 2.2.3.3) (Jolieet al, 2010). L’action des PMEI inter-especes est véiablon I'origine
des PME. Le PMEI de kiwi permet d’inhiber de fagmpétitive la PME de carotte et du
kiwi et, de facon non compétitive, la PME de banande fraise (Balestriedt al, 1990; Ly-
Nguyenet al, 2004).
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2.2.4.3. Le degré de méthylation initial de la pect

L’action des PME végétales nécessite la présencésidus GalA libres pour réaliser
une dé-estérification processive. Le DM initial pafluencer les parametres catalytiques de
la PME selon son origine.

Une augmentation dupx peut étre observée avec la diminution du DM (Sayned

al., 1991). Pour la PME 4 de l'orange, l'affinité augme lorsque le degré de méthylation
augmente (i = 0,7 mg.mL* pour DM 70% et I = 17 mg.mL* pour DM 25%) (Christensen
et al, 1998). A linverse, la PME de pomme & pH 5 et goacentration en NaCl de 0,2
mol.L* conduisent une diminution de Iaffinité lorsque M augmente (Tableau 3)
(Macdonald & Evans, 1996). Ce tableau met ausgva@hence une modification de l'affinité
en fonction du pH (Tableau 3).
D’autre part, une influence du degré de méthylatintial sur le mode d’action de la PME a
aussi été mise en évidence. Chez la PME d'orange,été montré que le mode de dé-
méthylation en blocs ne débutait qu'apres un geraux de dé-méthylation. L’hypothese
émise est que la PME doit disposer d’'une certaiille tde bloc du cété non-réducteur de la
chaine, pour se lier étroitement au substrat etcefér une dé-méthylation en blocs vers
'extrémité réductrice (Limbergt al, 2000). Récement, il a été montré que le DM ihda

pectines pouvait moduler le mode d’action des PVinhbatan-Nasseet al, 2011).

2.2.4.4. Influence du pH

Les PME sont sensibles a leur environnement ionidjeer stabilité dépend de la
source de I'enzyme. La gamme de pH couverte paesdes PME s’étend de pH 1 a pH 10.
Le pH optimal des PME varie beaucoup : il est detneed alcalin pour la plupart des PME
végétales et bactériennes. D’aprés cette constatatne PME végétale alcaline doit étre
faiblement active a pH acide a cause des fortesraations entre I'enzyme chargée
positivement et les carboxyles libres issus déation de dé-méthylation. A l'inverse, a pH
basique, la PME alcaline doit étre libérée du gsabsgrace aux répulsions entre les
groupements carboxyles libres et I'enzyme chargéativement.

Une modification dans le mécanisme d’action intafch a été mise en évidence chez
le haricot mungo (Catoiret al, 1998) et la pomme (Denest al, 2000) lors de la
modification du pH. A pH alcalin (7,5 ou 7,6), IBME agissent selon un mécanisme simple

chaine, tandis qu'a pH acide (4,5 ou 5,6) le méraaisuivi est de type chaines multiples
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avec un degré de processivité supérieur ou egal &Hez la pomme et le haricot mungo, la
distribution intrachaine des méthyles n’est pasifited(Denéset al, 2000). L'influence du

pH a aussi été étudiée pour la PME 2 extraite @mifge Valencia (Cameraat al, 2008).
Suite a l'action de la PME jusqu’a différents DMsl|pectines sont dégradées pendant un
temps trés court par 'endoPG, puis la distributies oligomeéres est tracée et ajustée avec un
modéle mathématique pour déterminer le mécanisatidh. En considérant la distribution
des oligosaccharides de faible poids moléculaire influence du pH semblable a celle
observée chez la pomme est déterminée. A pH adi@¢, ('action peut étre décrite par un
mécanisme d’attaques multiples avec un degré deegswvité p = 1 alors qu’a pH Iégerement
alcalin (7,5), le degré de processivité augmente=a10. Mais lorsque I'on considére les
fragments de haut poids moléculaire, c’est un mép@n simple chaine qui est mis en
evidence. Pour expliquer ces observations, un recalété proposé par les auteurs (Cameron
et al, 2008) : il est basé sur la ré-association deM& R de petites régions précédemment
dé-méthylées. L'augmentation du degré de proceéssérait liée a des liaisons successives
de la PME sur ces régions (Camestral, 2008).

A partir des pectines obtenues lors de cette étudeH 7,5 et a pH 4,5, la
détermination du nombre moyen de blocs par moléeuleur taille moyenne a été réalisée.
Pour un DM final de 70%, a pH 7,5, le nombre moglerblocs par molécule est de 2 avec
une taille moyenne de 10,2 résidus tandis qu'a @ il est de 3,6 avec une taille de 5,3
résidus. Par conséquent, la capacité des pectigésfi@r en présence de calcium dépendra
du pH d’incubation avec la PME. En effet, pour faser les propriétés de gélification, il faut
un nombre de blocs moyen compris entre 2 et 4 écaupine taille de bloc supérieure ou égale
a 8. La présence d’'un nombre minimum de GalA cartgédibres est nécessaire. Une taille
de bloc de 6 a 13 serait suffisante pour perméititeraction avec le calcium et constitue la
plus petite zone de jonction stable possible (L@&zi©dameron, 2008).

La modification du mode d’action en fonction du pémble dépendre de I'isoforme de PME
considérée, chez I'orange Valencia, la PME 3 coesson degré d’attaque a pH 4, 5et 7,5
(Cameroret al, 2011). Une dépendance peut étre également nistéews de la source de la
PME étudiée, en effet, la PME de tomate présentméene mécanisme a pH 4,5 et 8
(Duvetteret al, 2006).

D’autre part, chez I'orange (var.Valencia) ou ilst& 4 isoformes de PME, il a été montré que
le pH avait une influence sur le taux de dé-métigima(Cameroret al, 2005). Le DM atteint

apres 25h d’action est différent en fonction duputr les 4 isoformes. Pour cela, le DM a été
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mesuré a pH 4,5 et 7,5. Le DM a pH 7,5 est inféreegelui a pH 4,5 pour les 4 isoformes
(Cameroret al, 2005).

2.2.4.5. Influence des cations

Les cations affectent la catalyse de la PME. Paupllipart des PME végétales, la
présence de cations est indispensable a leur td&c{RME « salt-dependent »). Néanmoins,
pour certaines PME, la présence de cations infei¢activité, mais n’est pas indispensable
(« salt-independant »). Chez l'orange, les PME patnétre classées en fonction de leur
dépendance aux sels. La PME 2 ne nécessite passkenge de cations pour son activité alors
gue l'activité de la PME 4 est conditionnée a laspnce de cations. La PME 3 ne nécessite
pas la présence de cation pour son activité, sandimce au pH et aux sels est intermédiaire
comparée aux PME thermolabiles PME 2 et 4 (Saeargl, 2002; Cameroret al, 2003;
Cameroret al, 2005).

Typiquement, I'activité de la PME augmente avecdacentration en sel jusqu'a une
concentration limite au-dela de laquelle I'activitiéninue. L’activation de la réaction par les
cations s’explique par une interaction entre légna et le substrat plutét qu’entre les cations
et la PME (Nariet al, 1991).

Les cations, aussi bien cations métalliques qugapuhes, entreraient en compétition avec
les enzymes chargées positivement pour l'interaciec les groupements carboxyles libres
de la pectine et déplaceraient ainsi la PME d'wummé inactive a une forme active. Les PME
présentent une affinité pour les GalA libres quihilbent leur action, [Iacide
polygalacturonique étant un inhibiteur compétigsd®ME. L'augmentation de I'activité de la
PME en présence de cations peut donc s’expliguetmpa augmentation de sa constante de
dissociation avec le produit de la réaction (Mocasat al, 1991). L'inhibition provoquée
par les fortes concentrations en cations peut Btpgr par le fait que de fortes
concentrations sont susceptibles de masquer legpgneents carboxyles libres alors que la
présence de ces groupements a proximité des greumenastérifiés est nécessaire pour
I'action de la PME végeétale. L'effet des cations les PME végétales dépend de leur nature.
La PME d'acerola subit une baisse d'activité enspneée de magnésium tandis que la
présence de sodium, de potassium ou de calciumenigraon activité (de Assis al, 2002).

De plus, il a été montré que la présence de cafiorssde la dé-méthylation avait une
influence sur le mode d’action des PME végétalesmiesure du DBabs lors de I'action de la
PME d’orange en présence de calcium, conduit al@ation de blocs plus courts qu’en

'absence de calcium (Slavoet al, 2009). Ces observations ont été confirmées en
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électrophorése capillaire (Vinceet al, 2009). L’hypothese avancée pour cette réducten d

la taille des blocs est développée en 2.4.2.

2.3. Les PME fongiques

2.3.1. Structure

Les genes codant pour les PME bactériennes etdoegisont souvent inductibles et
le plus souvent organisés en opéron avec d'autegsgcodant pour la dégradation des

pectines et ne contiennent pas de région Pro.

2.3.2. Role des PME fongiques

Les chaines latérales des pectines ainsi que lahylestérifications réduisent
'accessibilité a la chaine principale pour les yengs issues des micro-organismes
phytopathogénes. En effet, il a été montré queghaentation du DM causée par une
surexpression des inhibiteurs de PME chezhalianalimite I'infection par le champignon
Botrytis cinerea (Lionetti et al., 2007). Les organismes phytopadmas doivent
impérativement passer la paroi végétale pour envahplante. Ce phénomene est possible
lors de cassures occasionnelles ou lorsque le rorganisme dispose d’outils enzymatiques
pour dégrader la paroi. Les PME fongiques augmémésnchances de succes de l'infection
en augmentant le taux de dégradation des pectimssPME peuvent étre un facteur de
virulence. ChezPhytophthora capsicioomycéte ou champignon vrai), un géne de PME
(pcpmed a été identifié dans une bibliothéque génomiquealsouche hautement virulente
(Fenget al, 2010). Les mutations au site actif de la PMEaéfet son activité et sa virulence.
Certains pathogenes ne présentant pas d'activite BM la capacité d’induire I'expression
transitoire d'une PME de I'h6éte. Che&.thaliang Pectobacterium carotovorunnduit
'expression d'une PME végétalpnied lors de linfection. Cette PME est nécessaira a |

colonisation initiale des tissus de I'h6te (Raietal, 2011).

2.3.3. Régulation de I'expression des PME

La production de PME est souvent inductible. Lagcaiption du gene codant pour la

PME chez Aspergillus niger est induite par la présence de pectines et dacide
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polygalacturoniques et est réprimée en présencglumse (Williamsonet al, 1998). A
l'inverse, certaines PME sont produites de facamsttutive, ce qui montre leur importance
dans le métabolisme de certains champignons (Rdigetzal, 1994).

Alors que les PME fongiques dé-estérifient de Fémtité réductrice vers I'extrémité
non réductrice, une activité de dé-méthylation’eetlémité non réductrice vers la réductice a
été montrée dans une préparation d’endoPG provetiaspergillus niger(Williams &
Benen, 2002).

2.3.4. Parametres influencant I'activité catalytiqe des PME fongiques

Les PME fongiques ont un mode d’action chainesiple# - attaques multiples. Ce
mécanisme génere des blocs courts de GalA défestdtistribués sur toute la population de
chaines (Fraeyet al, 2007). Par exemple, la PMEA®pergillus aculeatusuit ce mode
d’action a pH 4,5 a 30°C en présence d'acétateodais. Le degré d’attaque de la PME

d’A.aculeatusest plus faible que celui des PME végétales.

2.3.4.1. Température

La température optimale des PME fongiques estesiénére 30 et 45°C. Il a été montré
gue cette température était influencée par les ittond environnementales. La pectine
méthylestérase PME | Aspergillus aculeatusa été exprimée cheAspergillus oryzae
(Christgauet al, 1996). Cette PME présente 74% d’identité avele aBAspergillus niger
Une augmentation de la thermostabilité est morgréprésence de sels a pH 5 (50°C) et a pH
7 (55°C) (Plazaet al, 2008). D’autre part, I'augmentation de la pressaugmente la
thermostabilité de cette PME. L’application d’'uneegsion de 200 MPa augmente la
température de dénaturation au dessus de 60°CG @ial, 2005). Son activité optimale est
observée a une pression de 200-300 MPa et une taimede 45-55°C (Fraewt al, 2007).

La PME dA.aculeatusprésente une activité importante a haute pressbmourrait étre
employée pour minimiser les dégats des hautes ipnsssur les fruits lors de leur
transformation.

2.3.4.2. Inhibiteurs

La PME d’'une souche Aspergillus nigerest inhibée par les produits de son action de fagon

compétitive par GalA et de fagcon non compétitive lpaméthanol (Maldonadet al, 1994).
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Cette sensibilité aux produits de réaction dépersdathzymes. En effet la PMEAGpergillus
aculeatusn’est sensible ni au méthanol, ni a GalA (Christgdual, 1996). Les PME
fongiques sont aussi inhibées par les inhibiteérsegaux donnés précédement (2.1.2). Mais
de facon plus specifique, les PME peuvent étrebéds par des molécules végétales : les
acides galligue et coumarique. Ce sont des inhitstenixtes (liaison a la PME et au
complexe PME-pectine) de la PME cheaccharomyces cerevisi§@€henet al, 2009). Les
PME fongiques sont insensibles aux PMEI (Duvettaal, 2005).

2.3.4.3. Le degré de méthylation initial des pesdiat le pH réactionel

Le pH optimal des PME fongiques est plutét acideeatre. L'action de la PME
fongique sur la pectine ne nécessite pas la prés#acides galacturoniques libres. En effet,
il a été montré que la PME ABpergillus nigerpouvait agir sur des oligogalacturoniques
entierement méthylestérifiés (Massattal, 1997).

2.3.4.4. Cations

D’une part, la présence de cations comme le caldunte sodium conduisent a une
augmentation de l'activité de la PME (Maldonadb al, 1994; Christgawet al, 1996).
D’autre part, certains cations comme le magnésiumndent I'activité (Maldonadcet al,
1994). Il a aussi été montré que le mode d’actienlad PME fongique était modifié en
présence de calcium. Dans le cas de son actionrgupectine HM, la PME A.aculeatus
génere des blocs de GalA libres plus longs quederson action sur la méme pectine en

solution (Slavoet al, 2009).

2.4. Impact de l'action des PME sur la gélificatiordes pectines

La dé-estérification par les PME fongiques ou valgst ne modifie pas le poids
moléculaire des pectines a linverse de la dé4fisetion chimique. Par conséquent, les
propriétés de gélification sont améliorées pourDivt équivalent. En effet, un gel formé a
partir de pectines modifiées par une PME végétalenge Valencia) conduit a un gel 10 fois
plus fort en présence de calcium que celui obteparér de pectines dé-estérifiees de facon
alcaline a un DM équivalent (Huntet al, 2006).

Les pectines générées suite a I'action d'une PMgetade gélifient en présence de

calcium a des DM supérieurs a 50%, par exemple, §%tavov et al, 2009). Cette
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observation a conduit a s’interroger sur la tamimimum requise en GalA libres consécutifs
pour permettre I'établissement d’une liaison statdele calcium. Une taille de bloc comprise
entre 6 et 10 GalA libres consécutifs a été propg¢sazio & Cameron, 2008).

Pour permettre la formation d'un réseau, il estesgaire que chaque molécule
contienne un nombre de blocs supérieur ou égalua ¢fegure 17, A), ou encore un bloc
assez grand pour permettre I'établissement d’urierdation avec deux autres blocs
appartenant a deux chaines pectiques différenigsré=17, B). D’autre part, il est aussi
nécessaire qu’'une partie des molécules possed#at$8 ou plus pour permettre la formation
du réseau tri-dimensionnel (Figure 17, C). Dansale des molécules ne contenant qu’'un seul
bloc (Figure 17, D), elles peuvent étre incorporaéegyel et former des chaines terminales.
Dans le cas ou elles représentent une large propaiti mélange, la formation du gel sera
difficile. Afin que la gélification ait lieu, il fat qu’il y a un nombre de bloc suffisant et d'une
longueur assez importante. Pour que la gélificaadnlieu a un DM élevé, il faut donc
supposer que les PME ont généré un nombre suffidanblocs assez longs (Luzio &

Cameron, 2008).
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Figure 17 : Schéma des liaisons possibles entehkimies homogalactuonanes partiellement
déméthylées. D’apres Luzio & Cameron (2008).

(A) Chaine de pectine comportant deux blocs, (BiGd de pectine comportant un bloc de
GalA trés long, (C) Chaine de pectine comportans tolocs de GalA, (D) Chaine de pectine
comportant un bloc de GalA

L’apparition de nouvelles propriétés rhéologiques faction de PME dépend de la
gamme de diminution du DM de la pectine. En effatijgmentation du nombre d’acides
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galacturoniques contigus améliore l'affinité deplactine pour le calcium et influence les
propriétés physiques du mélange pectine-calciune @teal, 2008). Néanmoins le degré de
méthylation initial ainsi que I'amplitude de la nification doivent étre considérés. Il a été
montré que la modification du DM entre 37 et 45% Ipa PME decitrus ne modifie pas les
propriétés visco-élastiques du meélange de cesnesctivec le calcium (Lext al, 2008).

L’étude de l'impact de l'action des PME sur la peeta été réalisée de deux fagons: en
effectuant la dé-méthylation, puis en ajoutantdiiom (étude de l'influence du DBabs sur
les pectines décrite précédement) ou en effectaal@-méthylation en présence de calcium.
Cette derniere approche peut permettre de se mpgradu comportement des pectines
méthylestérasén mura En effet, selon les tissus considérés et I'étatsplogique de la
cellule la paroi végétale posséde une proportioncaleium lié aux pectines (capacité
d’échange des ions calcium) de 0 & 856 mnib(fEritz, 2007) et une proportion de calcium
libre de I'ordre du umol.tt (Dayodet al, 2010). Cette concentration est difficile & mesete
dépend fortement de I'état physiologique de laubellelle peut varier d’une dizaine a une

centaine de micromolaires (Sattelmacher, 2001).

2.4.1. Propriétés de gélification des pectines lode I'action des PME

La cinétique de gélification induite par l'activides PME dans une solution de
pectines a été récemment étudiée (O'Beeml, 2009; Slavowet al, 2009; Vincentet al,
2009). L’'action des PME en présence de calcium eemiiobserver conjointement la dé-
estérification et la dé-méthylation (Figure 18).

La micro-rhéologie a permis de mettre en évideredifférences de flexibilité entre
les chaines de pectines composant un gel indultgmeaymein situ et un gel composé par des
pectines préalablement dé-méthylestérifiées augrea puis mises en présence de calcium
(Vincent & Williams, 2009). La dé-estérification gigectines par une PME végétale en
présence de calcium conduit a I'établissement delrformé de chaines flexibles, tandis que
les gels de pectines issues d’'une dé-méthyles@tion préalable, sont composés de chaines
de pectines semi-flexibles. L’hypothése avancéer paxpliquer cette différence est la
suivante : lorsque la PME agit dans une solutiopalines en absence de calcium, I'enzyme
est libre de créer de longs blocs de GalA libreseméassociant avec la chaine a proximité
des blocs précédemment dé-estérifies (Vincent &ligkils, 2009). L’'ajout du calcium
provoque l'association de ces longs blocs et lan&tion de structure linéaires rigides.

Lorsque la dé-estérification intervient en présedeecalcium, celui-ci associe les chaines
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pectiques, un nombre suffisant de GalA libéré pgasola complexation du calcium par les
chaines pectiques. La PME ne peut plus accédetteazmme, a cause d'une part de la géne
stérique et d’autre part, du changement de confilamanduit par la liaison au calcium. La
diminution de la taille de bloc a été observée lentéophoreése capillaire. Ces connexions de
longueur minimale sont réparties de maniére polietaetravers le systéme et une chaine de
pectines libre est présente entre deux jonctions. daractéristiques structurales conduisent a
la nature flexible des éléments de ce systéme &in& Williams, 2009). D’autre part, il a
été montré que la densité de liaisons dans urogeléf en présence de PME et de calcium est
plus importante et conduit a des propriétés vidastiues supeérieures que lorsque la dé-
estérification intervient avant I'ajout du calciurhes blocs sont plus courts, mais plus
nombreux lors de la dé-estérification en préseceattium.

La modification de I'action des PME végétales eéspnce de calcium a aussi été observée
lors de la caractérisation biochimique de I'actittnla PME d’orange sur une pectine HM en
présence de calcium (Slavetal, 2009). La comparaison des DBabs indique quedsgnice

de calcium induit une répartition des méthyles &td plus petits. L'effet inverse a été
montré lors de I'action d’'une PME fongique en presede calcium, ou la répartition est plus
en bloc gu’'attendue.

Au niveau de la distribution intermoléculaire, pectines de faible DM générées par les PME
végétales présentent une distribution de DM plugelaque celles générées par les PME
fongiques ou par dé-estérification alcaline (R&leThibault, 2002; Williamset al, 2003).
Ces observations peuvent étre reliees a leur nsroand’action. Les PME végétales ont
tendance a avoir un mécanisme de chaine simplibétmt donc de trés longs blocs sur
certaines chaines. Dans le cas des PME fongiquestgtendance a suivre un mécanisme de
chaine multiple, leur action produit des blocsallket moyenne sur de nombreuses chaines de
'échantillon. D’'un point de vue rhéologique, urtarel de gélification est observé lors de
l'action de la PME fongique en présence de calciumune pectine HM au contraire de ce
qui est observe lors de I'action de la PME végétalavovet al, 2009). La figure 18 montre
gue le suivi de I'évolution des modules visco-étpsts ne correspond pas a la diminution du
DM. L’'augmentation du module conservatif intervieldg facon tres retardée (~5 jours) par

rapport a la chute rapide du DM (quelques heures).
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Figure 18 : Evolution des grandeurs rhéologiquegdairés bleu plein) et G” (carrés bleu
vides) du mélange pectine HM-calcium (3 mM)-PMA&Sgergillus aculeatysainsi que du
degré de méthylation de la pectine (ronds noirgpi2s Slavo\et al.,2009.

Pour expliquer ce retard de gélification, une modtfon du comportement de I'enzyme liée a

la texturation progressive du systéme a été supptsédiffusion de I'enzyme serait modifieée

au cours de la texturation du milieu, ce qui coradia une modification de son action.

2.5. Les applications liees aux PME

Les PME sont employées dans différentes industdesalimentaires : traitement des
eaux usées issues de lindustrie dmsus, industrie du textile, papeterie, production
d’aliments pour animaux, fermentation du thé etcdfé, saccharification de la biomasse
(Jayaniet al, 2005).

Les PME sont également employées dans I'indusgiie-alimentaire. En effet, la pression de
turgescence et les caractéristiques structuralepalgmeres de la paroi et, particulierement,
des pectines influencent la texture des fruitsest ldgumes. Par conséquent, l'activité des
PME provoque des modifications favorables ou défavies de la texture selon le produit

considéreé.
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2.5.1. Dégradation des pectines

Les pectines sont plus sensibles a la dégradasiotep endoPG lorsqu’elles sont dé-
méthylées. Les endoPG dépolymérisent la pectirenfinent une perte de lintégrité des
tissus végétaux et donc, une détérioration dextare.

Dans l'industrie des jus de fruits, des PME exogesunt employées lors de I'extraction. Ces
enzymes sont principalement fongiques. La combomages PME avec des endoPG ou PL
permet d’augmenter les rendements d’extractioneedlichinuer le temps de cette étape. La
dégradation enzymatique des pectines permet ansesineilleure extraction des pigments et
de l'ardbme.

L’action des PME et des endoPG peut aussi étranconvénient. Les purées de fruits et de
légumes possedant une forte teneur en endoPG pesvan de ce fait, une diminution de

leur viscosité et de leur texture (Grassin & Cqu20D9).

2.5.2. Renforcement des parois

Les pectines avec un faible degré de méthylatiarvgr@ complexer le calcium et
former un réseau.
Dans les tissus végeétaux intacts, la conséquence dé&seau est un renforcement de la paroi
et une augmentation de la fermeté. Au cours dealastormation industrielle des fruits et
légumes, cet effet peut étre stimulé par I'exposities aliments a des températures favorisant
l'activité des PME ou en réalisant des infusiondieium ou de PME exogénes. Une étape
de pré-cuisson améliore I'adhésion cellule-celktleliminue le ramollissement provoqué par
la cuisson (Ng & Waldron, 1997). Les infusions ddcmim permettent d’augmenter la
fermeté des produits végétaux aprés décongélaiofavorisant I'activité des PME, puis en
élaborant des gels avec la pectine dé-estérified|€@in et al, 2006). Ces gels renforcent
les tissus et 'adhésion cellulaire (Alonsbal, 1995).
D’autre part, la dé-méthylation des pectines canduine diminution de leur sensibilité a la
B-élimination qui est associée au ramollissementitridrs du chauffage de nombreux fruits

et légumes.
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2.5.3. Elimination des pectines

Lorsque les produits végétaux sont réduits en patéen jus, la complexation des
pectines par les ions calcium peut conduire a peécipitation. Cette clarification peut étre
désirable ou non.

Pour l'obtention de jus clairs et pétillants compeur la fabrication du cidre, des PME
exogenes, en genéral fongiques, sont ajoutées qummenter le rendement de pressage et
pour éliminer la matiere en suspension (Kashstagd, 2001).

Pour certains jus de fruits, cette clarification ieslésirable. De nombreuses études ont été
menées pour comprendre son origine. Chez l'orahNg€]), Versteeget al. (1980) ont
montré que les problemes de déstabilisation étgigntipalement liés a I'existence d'une
isoforme minoritaire et thermostable (Verstestgal, 1980). Ces résultats ont ensuite été
approfondis chez la variété Valencia. Camezbal (1998) ont caractérisé le réle des quatre
PME dans la déstabilisation des jus d’orange 2éwfftes températures (Camerenal,
1998). La stabilisation des jus s'effectue par ¢fame du jus. Ce procédé entraine une
diminution des propriétés nutritionnelles et ordaptiques du jus. Différents procédés
alternatifs sont élaborés pour éviter ces pertgdisation des PMEI, inactivation par les
hautes pressions ou par un champ électrique p8iséret al, 2005) utilisation des PMEI. Il

a été montré que I'addition de PMEI a un jus d'geanon pasteurisé empéchait le déphasage
jusqu'a 9 mois de stockage a 5°C (Giovanal, 2004).

Les PME peuvent étre aussi employées pour la ciofiede pectines « sur mesure » dédiées

a des applications spécifiques (cf. § 1.3.3).
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3. Objectifs de la thése

L’étude des pectines et des modifications de |guopriétés par voie enzymatique
présente un intérét en vue d'obtenir de nouvellepnEtés pour I'industrie, et pour mieux
comprendre la mise en place et le remodelage désm@sin mura
Comme expliqué préecédemment, I'action des PME a&pektine est guidée par de nombreux
facteurs dont la présence de calcium. Cette actiombinée a la présence de calcium conduit
a une gélification du systeme. Une modificationndode d’action de I'enzyme ainsi que de
nouvelles propriétés rhéologiques du systéeme ofitndéises en évidence selon l'origine
fongique ou végétale de la PME. Suite a ces obseng une hypothése a été émise selon
laquelle la texturation du milieu pourrait influemde mode d’action de I'enzyme en jouant
sur sa diffusion. Le travail présenté ici explosdte hypothése en évaluant I'impact de la
gélification du systeme sur la diffusion des PME.

Pour cela, une PME fongique et une PME végétal@nthoisies pour leurs modes d’action
différents. Dans un premier temps, leur activiédéacaractérisée sur un systéme en solution et
un systeme en cours de gélification. L’évolutionagemode d’action a ensuite été étudiée
dans les différents environnements des pectinegétrminant le taux de méthylation et la
répartition des méthyles aprées action de chagugenzCes données seront rapprochées de la
caractérisation rhéologique des systémes et dasngéres catalytiques des enzymes dans les
différents environnements.

Ensuite, I'influence de I'environnement physiquelkimique sera étudiée sur la diffusion des
PME. Ce phénoméne sera abordé a différentes éghptier mettre en évidence I'influence

de la structure du réseau sur la diffusion desmezy
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Matériel et méthodes







4. Matériel

4.1. Pectines

4.1.1. Caractéristiques

La pectine employée est une pectine moyennemerntyiaét (MM) de DM 46%
extraite a partir d’'orange (lot 13830, Cargill, Bpte, France). La teneur en GalA est de 67%
et sa composition est décrite dans le tableau ddgeé de méthylation de la pectine a été
choisi suffisamment bas pour permettre une gétiboa en présence de calcium et
suffisamment élevé pour permettre une action eféicdes PME. La répartition des méthyles

est caractérisée par un DBabs de 16 0p41.

Solution apres
centrifugation et filtration
(% en poids)

Solution initiale de pectines
(% en poids)

Rhamnose 1,51 1,26
Fucose 0,17 0,00
Arabinose 0,53 0,39
Xylose 0,22 0,20
Mannose 0,45 0,03
Galactose 6,99 5,26
Glucose 0,85 0,97
GalA 66,85 61,10

Tableau 4 : Composition de la pectine MM détermim@ehromatographie en phase gazeuse
et colorimétrie pour la teneur en GalA.

4.1.2. Purification

La poudre de pectines est dispersée dans un méthéidpanol (95 - 99%), d’acide
chlorhydrique (13 mol.') et d’eau désionisée (v/v 70/16,5/13,5), puisskgssous agitation
une nuit a 4°C. Ce lavage permet d'obtenir, d'uag,mue toutes les fonctions carboxyliques
des acides galacturoniques soient sous forme gretet)y d’autre part, I'élimination de tous
les ions monovalents et divalents qui seraientgmt8sdans la poudre initiale. La poudre est

récupérée et abondamment lavée avec de I'éthai®P@ pour éliminer le chlore. Elle est
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ensuite séchée a I'éthanol 96°, puis a I'acétomgpdudre de pectines est ensuite placée dans

une étuve a 40°C pour une nuit, puis conservé€addhs un récipient fermé.

4.2. Pectine méthylestérases

4.2.1. Caractéristiques

La PME fongique employée est une PMRspergillus aculeatu¢Aa-PME, Uniprot
Q12535) gracieusement fournie par Novozyme A/S @dbpgen, Denmark).
La PME végétale est une PME d’'orange (O-PME, 46hdJ, lot 087K7435, P4500, L'Isle

d’Abeau, France). Les caractéristiques des PMEtatgeet fongiques sont données dans le

tableau 5.

Aa-PME O-PME
Masse molaire kDa 36,2 34,0
pl 3,8 9,2
pH optimal 4,5 9,0
Température optimale °C 45 55-60

Tableau 5 : Caractéristiques de I'Aa-PME et O-PME
(Christgauet al, 1996 ; Savary, Hotchkist al 2002; Duvetter, Fraeyat al 2006)

4.2.2. Purification

Les PME sont solubilisées dans un tampon 4-MorpkblylEthylSulphonate de
sodium (MES, @H:1o,NNaO:S) 10 mmol.[* & pH 6 en chambre froide. Puis une dialyse contre
le tampon MES est réalisée pendant une nuit a 4°C.

4.3. Conditions physico-chimiques

La gélification des pectines est influencée paplt et la température. Dans cette
étude, les parametres de pH et de température rdoidmc rester constants pour pouvoir
étudier I'effet de la présence du calcium et dgdiification des pectines sur le comportement
des deux PME.
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Le pH optimal de 'O-PME est de 9 et sa températyntmale est de 55-60°C (Figure 19 a et
b).

120 - 120 -
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60 60 -

40 40
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20 + 20 4
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4 8 6 g 8 9 10 " 5 15 25 35 45 55 65 70 80
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a) b)

Figure 19 : (a) Dépendance de l'activité de I'O-PMEpH (%). Activité relative par rapport a

I'activité mesurée a pH 7 en présence de NaCl¥d), &) Dépendance de l'activité relative
de 'O-PME a la température (%).

Les mesures d’activité ont été réalisées en titriméD’aprés Savargt al.,2002.

D’aprés la courbe de stabilité (Figure 20), la OFPpkrd la moitié de son activité apres avoir
eté chaufféee a 55°C. 30°C est la température oDHBME est la plus stable. Peu
d’'information sont disponibles sur la thermostaéilide I'Aa-PME, mais d’aprés la

température optimale (45°C), il est possible q@W&E3I'enzyme soit stable. Cette température

a donc été choisie pour permettre le fonctionnerdestdeux enzymes.
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100 |
80 |
60 |
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20 -

30 40 50 60 70
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Figure 20 : Courbe de stabilité de la O-PME comimégcapres 5min d’incubation a la
température indiquée. D’apres Savarl.,2002.

Le choix du pH a été guidé par le pH optimal desxdenzymes. L’activité de I'O-
PME en fonction du pH décroit de pH 9 a pH 5 oatiiaté est trés réduite (Figure 19 a).
L’activité de I'Aa-PME en fonction du pH décroit d®mn pH optimal jusqu'a pH 8 ou
I'activité est trés reduite (Duvettet al, 2006) (Figure 21).
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Figure 21 : Dépendance de l'activité relative daiPME au pH (%).
L’activité a été déterminée par titrimétrie en prése de 0,3 mol:L.de NaCl & 22°C. D'aprés
Duvetteret al., 2006.

La valeur de pH 6 a été choisie pour permettretiVaé des deux enzymes afin de
réaliser 'ensemble des mesures sans modifieroiedittons de pH.

Une solution de calcium (Cag2H,0 ; Prolabo) est réalisée a 18,3 mmdldans le
tampon MES 50 mmol.L
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5. Méthodes

5.1. Préparation d’une solution de pectines

La poudre de pectines est dispersée pour atteumteconcentration finale de 2,5 %
(p/p) dans 50 mmol:t de tampon MES & pH 6. La dispersion se fait sotte fagitation en
pluie pour éviter la formation d'agrégats. Le mélarest ensuite placé pendant quelques
heures en chambre froide sous agitation. Puis IdeH solution est ajusté a 6 a froid avec de
I'hydroxyde de sodium & 0,01 mot*L puis & 0,1 mol.tt lorsque I'agitation devient plus
facile. Une fois le pH ajusté, la solution de pees est placée en chambre froide sous
agitation pendant une nuit. La solution est enstatgrifugée a 17000 g pendant 30 min. Le
surnageant est filtré sur des filtres de porositéraissante (8 ; 3; 1, 2; 0,8 um ; Millipore).
Cette derniere étape permet d’éliminer les agrédgta solution de pectines.
La concentration finale est déterminée en réalisen® mesure de la matiére séche de la
solution : 2 mL de solution sont déposés dans apsude tarée (M, peses (M) puis placé
dans un four a 110°C pendant une nuit et pesé aeaau(My). La matiére seche de la

solution est calculée de la fagon suivante :

{.'1r:ir-- - .'1r:ir }
matigre séche () = 1“—11 «% 100
Formule 5.1 | ; My — M)

5.2. Réalisation d’'un gel de pectines

Les solutions de pectines et de calcium sont ptadéas un bain-marie a 50°C. La
température de 50°C a été choisie pour permetiredduction de la PME dans le systeme.
Apres quelques minutes nécessaires a I'équilibrates solutions a la température du bain, le
calcium est ajouté goutte a goutte sous agitatmte fdans la solution de pectines pour
atteindre une concentration finale de 0,9% en pestet 5 mmol.E en calcium. Le mélange
est maintenu sous forte agitation a 50°C pendaatmimute supplémentaire. Il peut ensuite
subir un ajout de PME (cf. § 5.8.2), étre mis escplsur le plateau du rhéometré § 5.9),

ou étre introduit dans un moule (cf. 8 5.10.4).
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5.3. Caractérisation du deqgré de méthylation des pénes en spectroscopie
infrarouge

5.3.1. Principe de la spectroscopie infrarouge

La spectroscopie correspond a I'étude de l'intépact’'une onde électromagnétique
avec la matiere. Cette interaction est caractépseain échange d’énergie. La spectroscopie
infrarouge est basée sur I'absorption d'un rayorewminfrarouge par I'échantillon. Le
domaine infrarouge est la région du spectre sitritee le visible et les micro-ondes. Ce
domaine est découpé en trois parties : le prodnarguge, le moyen infrarouge et le lointain
infrarouge. Dans le cas présent, le domaine dérdliouge considéré est celui du moyen
infrarouge qui s’étend de 4000 ¢ra 400 crit. Pour qu’une absorption d’énergie puisse avoir
lieu, il faut que la fréquence de I'onde lumine@sembre d’onde) soit égale a la fréquence de
vibration de la liaison moléculaire. Dans ce casphénomeéne de résonance est observeé entre
la molécule et I'onde ainsi qu'un transfert d’énergChaque liaison moléculaire a sa
fréquence de vibration propre, la mesure de I'aiesare permet d’obtenir des renseignements
sur la nature du groupement chimique et sa praporti

5.3.2. Application a la détermination du degré de thylation

5.3.2.1. Principe

La détermination du degré d’estérification par sfmscopie infrarouge moyenne a été
développée dans le but de caractériser I'évoludiorDM lors du mdrissement de la péche
(Chatjigakiset al, 1998). Plus précisement, ces auteurs ont moagéQOOH et -COOCH
absorbaient & 1749 ¢het que le groupe d’acide carboxylique ionisé (-CCebsorbait &
1630 cnt & I'état solide. Ces bandes d’absorption corregponaux vibrations d’étirement
de la liaison C=0 des groupements ester et carbtesy Classiquement, en solution, les
groupes esters carboxyliques et les acides carioeg protonés absorbent & 1740cm
tandis que les groupes carboxylates absorbent @ dréb (Figure 22). Pour mesurer le degré
de méthylation, il est important que le pH des étihans soit supérieur au pKa des fonctions
carboxyliqgues de l'acide galacturonique (pKa = 3®ur diminuer la proportion des
fonctions COOH (~1740 ci). Pour étre dans ce cas, il faut que le pH sqiésaur au pKa +
1. De plus, I'eau doit étre éliminée de I'échantilla cause de son absorption proche des pics

d’intérét et du bruit qu’elle induit.
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5.3.2.2. Détermination du degré de méthylationusuéchantillon

5.3.2.2.1. Obtention du spectre infrarouge

Les échantillons de pectines sont dilués dans mipda MES a une concentration de
0,12 %. lls sont ensuite déposés sur une fenétbammm (150 pL), puis séchés a I'aide d’'un
séche-cheveux jusqu'a I'obtention d'un film adhérera fenétre. La fenétre est alors fixée
sur le porte-échantillon et 'ensemble est introdiains le spectrometre. La prise des spectres
a été realisée sur un Spectrometre infrarouge asfoanée de Fourier (Bruker, « Vector
22 », IFS25). Pour un échantillon, 200 spectreg saregistrés en transmission contre 200
spectres de la fenétre sans échantillon avec envaite de 4 ci. Chaque échantillon est
passé en double. Les spectres sont ensuite lsags sur la zone d’intérét (1800-

1535 cnt), corrigés par rapport aux spectres de référencermalisés.
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Figure 22 : Pics d’'intérét du spectre infrarouge plectines. D’aprés Winnirgg al. 2009.

5.3.2.2.2. Traitement des spectres
Pour la détermination du DM, une gamme étalon a@bétruite a partir de pectines
de DM connus déterminés en CPG. Les spectres deurmbade ces pectines ont été
enregistrés. lls ont ensuite été comparés entreeeax spectres échantillons grace a une
analyse en composant principale (ACP) sous UnsdeablLe principe de comparaison des

spectres en ACP s’effectue selon les étapes sewant
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- Pour chaque spectre, une valeur d’absorbancatteibiuée a chaque nombre
d’'onde. Chaque nombre d'onde est représenté par dineetion, la valeur de
I'absorbance correspondant a chaque nombre domde pn spectre donné est
reportée sur ces directions.

- Chaque spectre peut étre ainsi visualisé sonsgfafun nuage de points.

- Pour comparer les spectres entre eux, un chanjedeerepéere est effectué.
L’origine du nouveau repere correspond au centraudge de points. L'abscisse est
déterminée par la distance maximale entre les dstrémités du nuage (premiére
composante principale) et I'ordonnée par la secoideance maximale (seconde
composante principale). A chaque point du nuagéalniil est alors possible
d’attribuer de nouvelles coordonnées.

- Ainsi il est possible de comparer les points @mcfion des axes. Dans notre
cas, la premiére composante principale corresportegré de méthylation.

Les valeurs de la premiere composante principateespondant aux spectres de la
gamme étalon sont utilisées pour tracer une dibiééalonnage en fonction du degré de
méthylation correspondant (Figure 23). L’équati@nla droite étalon permet de calculer le

DM de chaque échantillon a partir de la valeur obdeen ACP.
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Figure 23 : Gamme étalon des DM de pectines coremeysées en spectroscopie
infrarouge.
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A partir de la gamme étalon, une valeur d’erreupiagliction est calculée (~2%).

EI D‘1’f:'.'**éo":'c::n.==' - D‘1’fu1'éd:':'*-' ) i
Erreur de prédiction = —
Formule 5.3.2 | : A degré de liberte — 1

5.4. Caractérisation du « absolute Degree of Bloakess »

La répartition des méthyles est un parametre antisur les proprietés de gélification
des pectines. Cette répartition peut étre caraé@rpar deux calculs différents : celui du
« Degree of Blockiness », DB, ou celui de I' « dbsoDegree of Blockiness », DBabs (Daas
et al, 1999; Guillotinet al, 2005) €f. § 1.1.14.1) (Figure 24). Le DBabs correspond a la
somme des monomeres (GalAdimeres (Galg), trimeres (GalA) d’acides galacturoniques
libérés lors de la digestion de I'échantillon pareuendopolygalacturonase rapportée a la
guantité totale de GalA de I'échantillon (Gap
_ {GalA, + GalA; + Galdy)

. DE:EJE - o
Equation 5.4 | : Gald, ..

x 100

La détermination du DBabs est réalisée en troipedta la digestion des échantillons par
'endopolygalacturonase, la détermination des dqtémntd’oligosaccharides de GalA en

HPAEC et la détermination de la quantité d’acidaacfuroniques totale par colorimétrie.

4

K. Fragilis PG presumed active site e 15
19800) (Pasculli et al.,1991; Daas et al.,1993) DM = - = = 50%
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Figure 24 : Description de I'hydrolyse enzymatiguae I'endoPG et du principe du calcul du
DM, DB et DBabs (Fraeyet al.,2010).
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5.4.1. Dégradation des pectines par I'endoPG

L’endoPG employée est I'endoPG Il Agpergillus niger(AnPGII, E.C. 3.2.1.15,
UniProt P26214, Novozymes). Cette enzyme dégraélefgpuement les régions déméthylées
des régions HG. Cette enzyme a été purifiée a IANR Nantes a partir d’'une préparation
monocomposante fournie par Novozymes (Sakarebéb, 2003). Elle est solubilisée dans du
tampon acétate 50 mmottla pH 4.

Les solutions de pectines sont diluées & 0,6 mg.aMec de I'eau et du tampon acétate pour
avoir une concentration finale en acétate de 50 InhmoPuis ils recoivent 0,2 nkatAPGlI

et sont incubés a 40°C pendant 24h. La méme géateihdoPG est ajoutée a nouveau a 24h
et a 48h apres la premiére incubation. Aprés 72mgaction d’hydrolyse de la pectine est

stoppée en incubant les échantillons pendant 5mifCAC. Les échantillons sont ensuite

filtrés sur 45 um, puis sont divisés en deux aligud'un pour le dosage des oligosaccharides

de GalA et 'autre pour le dosage des GalA totaux.

5.4.2. Dosage des monomeres, dimeéres, trimeres ddas galacturoniques

Le dosage s'effectue en chromatographie échangelemsions haute pression
(HPAEC) avec une détection ampérométriqgue. La séipar des oligogalacturonides
s'effectue dans un milieu trés basique (NaOH, 1@@irL™") pour permettre I'ionisation des
groupements hydroxyles et leur rétention sur l@mmoé (Carbopac PAL, 2x50 mm). Puis les
oligalacturonides sont élués grace a un gradieatédate de sodium de 250 mmdl.a& 500
mmol.L* (Figure 25). L'ion acétate agit comme I'ion déplace
Le débit est de 0,25 mL.min
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Figure 25 : Chromatogramme d’un échantillon deipestMM digéré par 'AnPGlII.

Avant d'étre injectés, les échantillons sont fdtrgur filtres de 45 um et dilués au quart. En
effet, 'acétate présent dans le milieu réactiom@lessaire a I'action deAhPGII provoque
des dédoublements de pics lors de l'analyse. Pammngitre la quantification des
oligosaccharides, une gamme étalon de monomerereliet trimére de GalA est réalisée a 5,
10, 20, 30 et 40 pg.nLet injectée de facon réguliére tout au long dedlgse. En effet, une
modification de la réponse due a la carbonatatieriadsoude a été observée au cours du
temps. Les concentrations en oligosaccharidesédéhsont ensuite calculées a partir de l'aire

des pics et des trois gammes étalons. Deux détatioms sont effectuées par échantillon.

5.4.3. Dosage des acides galacturoniques totaux

Ce dosage s'effectue par colorimétrie selon la odghau métahydroxyldiphényle
(MHDP) (Blumenkrantz & Asboe-Hansen, 1973; Thibadl®79) qui a été automatisée
(Thibault, 1979). Cette méthode est tres sensiblieeg spécifiqgue des acides uroniques. Afin

d’éviter une difference de réactivité entre lesdasi galacturoniques meéthylés et non
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meéthylés, les échantillons sont préalablement sa@enl’échantillon (0,2%) est dilué au
demi dans I'eau, puis un volume double d’hydroxgesodium & 0,2 molt est ajouté.
Apres 30 minutes a température ambiante, la réactist stoppée a l'aide d’acide
chlorhydrique & 0,2 mol:L Le volume de I'échantillon est ensuite ajustérpatteindre une
concentration théorique en acide galacturoniquedepg.mL*.

L’échantillon est ensuite chargé sur l'auto-analysgSkalar, San plus system). Au sein de
celui-ci, les échantillons subissent une sérieddetions :

Une hydrolyse acide (acide sulfurique, 72%) a dhpermet, d’'une part, I’hnydrolyse
totale du polysaccharide en monomeres et, d’awre pobtention de dérivés furfuriques de
GalA (acides 5-formylfuroiques).

Une condensation de ces dérivés furfuriques awedHIDP (400 mg.L* dans de la
soude N/8, Merck) conduit a la formation d’'un coaxd coloré. La densité optique de ce
complexe est lue a 530 nm.

Pour permettre le dosage, une gamme étalon de &lféalisée de 20 & 100 pug.flLes
résultats sont exprimés en pourcentage de GalAiesindgnt compte du facteur de

polymérisation (0,906). Deux déterminations sofdéatiees par échantillon.

5.5. Dosage de l'activité PME

La réaction enzymatique a été décrite par Browh32.

Equation 5.5 1: E+5-ES5-E+P

ou

E est 'enzyme

S est le substrat

ES est le complexe enzyme substrat

P est le produit
L’activité enzymatique peut étre définie par la mfité de substrat transformé ou par la
guantité de produit apparu par unité de temps.nhiesures d’activité sont effectuées pour des
concentrations en produit trés faibles : c'est lesame de vitesse initiale polF] = 0 et
[51 = [5]s oul5]e est la concentration du substrat a 'instantaihiti

L’activité des PME est déterminée par une méthadigrinétrique (Anthon & Barrett,
2004; Slavowt al, 2009). La détermination de I'activité des PME5 (Ig.mLY) en présence
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de pectines (5 mg.mt) est basée sur I'oxydation du méthanol libéré @méaldéhyde par
réaction enzymatique avec I'alcool oxydase (équdi® 11) (0,06 U.uL}, E.C.1.3.13Pichia
pastoris Sigma A2404).

A
Equation5.511:  CH;O0H +0; — CHOH + H;0;

Al
Equation 5.5 IlI : HCHO+ 0, + H;0— HCOOH + H; 0,

L’aldéhyde formé a la propriété de se condenser kvBl-méthylbenzothiazolinone-2-
hydrazone (MBTH, 3mg.mit, Sigma M8006-1G) en milieu neutre (Figure 26a)it€e
condensation empéche I'alcool oxydase de pourslioxgdation du formaldéhyde (équation
5.5 Ill). Lorsque le milieu est acidifié et oxydard’ajout d’'un mélange d’acide sulfonique et
d’'ammonium de fer (5 mg.mt), le complexe précédemment obtenu se condense une
nouvelle fois avec une molécule de MBTH pour formercomplexe bleu (Figure 26b). La

densité optique (DO) du composeé obtenu est luabR(Oliveiraet al, 2005 ).

o

N_
a) @: =N—NH, + CHOR— @ C=N-N=CHR

Hy

‘ +41-c(m) @[ -t
CHy CHy

N N
AN N\ H
b) C=N-N=CHR+ Je=N-Ku
S l S
CHy

[@:\ SN N c/j:@]

Figure 26 : Réaction de condensation du MBTH avealdéhyde, le formaldéhyde pour R =
H (a) et formation de la cyanine (b). D’apres Qliaet al, 2005 .

Z—("!

En pratique, la PME est mise en contact avec umamgél contenant la pectine, le MBTH, et

I'alcool oxydase. L'ensemble est incubé a 30°Csielurs prélevements sont réalisés sur ce
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meélange selon une cinétique de temps détermined a20,4, 6, 8, 10, 15, 20 et 30 minutes.
Aprés chaque prélevement, la réaction est stopaéajput d’un mélange d’acide sulfonique
et d'ammonium de fer. Puis aprés un temps d’atfeméeessaire au développement de la
coloration, la DO est mesurée a 680nm. Il est glossible de tracer une courbe de DO en
fonction des différents temps de prélevement.

En parallele, une gamme étalon de méthanol essééalLa concentration de I'alcool
oxydase est alors ajustée pour un volume réactigrme faible (0,01 U.ut, Pichia pastoris
Sigma).

Le calcul de l'activité de 'enzyme est effectuéosda formule suivante :

DOt — DOt

pente

Activite (nkat.mL™1) = w dilution

Formule 5.5 1V : (t, — o)+ 50

ou
pente  coefficient directeur de la droite étalon

L’activité spécifique est définie par la quantité dubstrat catalysé par I'enzyme par mg

d’enzyme. Deux déterminations sont effectuées glaargillon.

5.6. Détermination des parametres cinétiques

La détermination des constantes cinétiques d’'urzgnee implique généralement le
suivi de la variation de la concentration du proden fonction du temps pour une
concentration d’enzyme donnée a différentes conaons de substrat. La détermination des
constantes catalytiques s’effectue dans des conditile vitesse initiale, en présence d’'une
concentration de substrat grande devant celleeshzyme. De plus, il faut poser I'hypothése
de l'approximation de I'état stationnaire propogee Briggs et Haldane en 1925 selon
laguelle la concentration du complexe ES est cotsstsi la concentration en substrat est trés
grande devant celle en enzyme. Ces conditions nmed’écrire I'équation de Michaélis-

Menten :

I’Fma.'-:[S 1 0

r

Equation 5.6 | : T K.+ Bl
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A partir du calcul des vitesses initiales, il essgible d'utiliser une représentation dérivée de
cette équation pour déterminer les constantes ytigiabs. Ici, la détermination de la
constante de Michaelis () et de la vitesse maximale {}) est réalisée grace a la
représentation en inverse de Lineweaver et Buduiei 27). Cette représentation s’appuie sur

la relation suivante :

m —_

Ko +[Sle Vew  VelSle V

max

Equation561: v = vmalS 1 K 1

Le tracé de la variation de la concentration empitoau cours du temps permet de calculer la
vitesse initiale qui correspond a la pente de i@¢ate a I'origine de ce tracé. La gamme de
concentrations en pectine employée s'échelonne 82 mg.mt: pour I'Aa-PME et I'O-
PME en absence de calcium et de 0, 6 & 4,9 my.en_présence de calcium. Chacune des
mesure est réalisée en double. La présence deimmafimiovoque la gélification des pectines
MM méme a faible concentration en pectine et linki® mesures a forte concentration. A
partir des valeurs de vitesse initiale a différentencentrations en substrat, la représentation
de Lineweaver et Burk est tracée ef Bt Vinax SONt déterminés a partir des équations des

droites.

< |
A
/4

» K —
~

A\ 4

1
[pecting

Figure 27 : Représentation de Lineweaver et Burk.

5.7. Modélisation moléculaire
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La modélisation de la structure 3D a partir desuséges des protéines Aa-PME-
(Q12535) (Christgaet al, 1996) et O-PME (Q8GS16) (Arias & Burns, 2002)lastée sur
le serveur de modélisation par homologie de ségquenSwiss model
(URL :http://swissmodel.expasy.org/, (Guex & Pditst997; Schwedet al, 2003; Arnoldet
al., 2006)). Le seuil minimal d’identité de séquenoerda construction d’'un modele estxe
30% avec une molécule dans la librairie de strestiEixPDB de Swiss model qui servira de
« patron ». Le modeéle est évalué sur la base dwceoiage d’'identité de séquence avec le
patron et la e-value calculée par le serveur. Gidtaiere permet d’évaluer I'incertitude du
modéle, lorsqu’elle est inférieure & 1°10e modéle est de bonne qualité. Additionellement,
un module de cristallographie, « procheck » (Lasdovet al, 1993) a été appliqué a la
structure obtenue pour évaluer si les contraintég@chimiques connues sont respectées.
Idéalement, le résultat donné (score) pour ce neodelrait étre supérieur a — 0,5. Les
données cristallographiques existantes pour les Pddit celles des PME Efwinia
chrysanthemet deDaucus carotalLa modélisation du potentiel électrostatiqueisstie des
données de cristallographie et correspond au pHeuwle aquisition, ici, 6,6. Le potentiel
électrostatique de la surface est calculé pour whagodele par le programme MEAD
(Macroscopic Electrostatic with Atomic Detail, Daghford) (Bashford, 1997).

5.8. Suivi cinétique de l'activité des PME au courdu temps dans

différents environnements physico-chimiques

5.8.1. En solution

Une solution de pectines MM et une solution de @mpES & 50 mmol.t sont
placées dans un bain-marie a 50°C (Figure 28)oligisn de tampon est ajoutée a la solution
de pectine pour une concentration finale en pestde 0,9% (p/p). Le mélange est ensuite
replacé dans le bain une minute supplémentaire.duaetité de PME fongique ou végétale
est alors ajoutée a température ambiante poumadteeiune concentration finale de 0,4
nkat.mL". Le mélange est homogénéisé, puis séparé en &idad.50 pL chacun.

L’activité de I'enzyme est stoppée par chauffagldeC pendant 10 minutes toutes les heures
pendant 6 heures, puis a 10h et a 24h. D’autre pestéchantillons sont dilués apres

inactivation de I'enzyme dans du tampon MES derag@btenir une concentration finale en

pectines de 0,12% (p/p).

Sur chaque échantillon, les DM et DBabs sont détefsnen double, et deux répétitions ont

été effectuées.
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5.8.2. En gel en formation

Le protocole employé est semblable a celui employér le suivi de l'activité en
solution a I'exception que I'ajout de tampon esmpéacé par I'ajout d’'une quantité de
chlorure de calcium dissous dans du tampon MES Sfolh™ pour atteindre une
concentration de 5 mmoliL(Figure 28). Sur chaque échantillon, les DM et BBaont

déterminés en double, et deux répétitions ontfététaées.

Salution Gral en formation

Pectine MM: 1.53% Tampon MES Pectine MM: 1.5%  CaC12, Smunol L1 MES

v ou PMEY MEv ou PMETL

e . £
|
T 1

Arrt de la réaction Hige Arrat de la réaction

Clingtique: 1/h sur 6h
100
24h

Figure 28 : Protocole employé pour la mesure d#ita des PME dans différents
environnements physico-chimiques.

5.8.3. En gel préformé

Le mélange pectine-calcium est préparé comme deéarib.2. Puis, 3 mL de ce
mélange sont coulés dans un cylindre de 1,4 cmateatre et 2,5 cm de hauteur, huilé avec
de l'huile de paraffine a l'intérieur. Le gel eaidsé a température ambiante pendant 15h en
conditions d’humidité contrélée. Puis, une soluttPME (72 pL, concentration finale 0,4
nkat.mL") est déposée au sommet du gel afin d'étudier sgation pendant 6 ou 24h. Sur

chaque échantillon, les DM et DBabs sont détermamédouble. La migration de I'Aa-PME
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sur 6h a été répétée 7 fois et 2 fois sur 24hmigation de 'O-PME sur 6h a été répéte 3 fois
et sur 24h, 2 fois

5.9. Caractérisation rhéologigue des gels de pectis

5.9.1. Généralités sur la rhéologie

La rhéologie désigne la science de la déformatiated’écoulement de la matiére. La
caractérisation rhéologique d’'un échantillon camessoit a appliquer une contraint) et a
mesurer sa déformationy)( soit a lui appliquer une déformation et a mesilaecontrainte
correspondante. La contrainte est la force appéiquag unité de surface du fluide considéré.

5.9.2. La caractérisation des propriétés viscoélagties

L’analyse dynamique consiste a imposer a I'écHantiline contrainte de cisaillement
oscillatoire de pulsation donnée C’est un régime harmonique permanent. Au coursale
mouvement périodique, la contrainte (t) et la vitesse de déformatiop(t) évoluent
sinusoidalement au cours du temps avec la mématjugw), mais en présentant un certain

déphasage ou angle de pefel’ln par rapport a I'autre (Figure 29) :

/| Temps

Figure 29 : Principe de I'essai harmonique : évatudec ety en fonction du temps.

La vitesse de déformation peut étre décrite par :

Equation 5.9.2 | :  ¥lt) =y cosfwt)
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La contrainte peut étre décrite par :
Equation 5.9.2 Il : g(t) = gg cos{wt + &)

avecyo et op, respectivement les amplitudes maximales de larchéfiion et de la contrainte.

La valeur de I'angle de perteentre la contrainte et la déformation permettentidtinguer

les systémes purement élastiqués= 0}, purement visqueu>(D ZE.} et viscoélastiques

(0=8==)

ra|

Pour faciliter les calculs, les notations comples@st utilisées :

},ﬂe.:'u.l:'

Equation5.9.21ll: ¥

Equation 5.9.2 IV : 07 = gge'l«s=d)

et I'on définit le module complexe de cisaillement:

T *

Equation 5.9.2 V : Ty

En remplacant* et o* par leurs expressions respectives, il est possildcrire :

Equation 5.92VI: G = {@j(cosé + i sin 9)
Yo

Equation 5.9.2 VIl ;: G* =G +iG"
Ou

G partie réelle du module compleie: (}’u.
- _ Y0
G" partie imaginaire du module comple;(e_ (ﬁ.)sins
Ces modules sont définis comme le module conséGast le module de perte G”.
Ces modules ont la dimension d’une contrainte erLiéaergie emmagasinée et restituée au
cours d'une période est proportionelle & G’ tangiie I'énergie dissipée par frottement

visqueux au cours du méme cycle est proportiogelte’. Le déphasage est relié a ces deux

:
. tand = —_— 7 . . . ,
modules par la relation " &' . Toutes les grandeurs rhéologiques dynamiqueste&cr
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(déphasaged, modules G*, G’ et G”) dépendent de la substammmsidérée, de la
température, mais aussi de la pulsation du cisadli¢ ». La variation de G’ et G” en
fonction de la pulsation permet de caractérisazolmportement viscoélastique du milieu et
renseigne sur sa structure (Figure 30). Cette rae=strvalable si la contrainte est située dans
le régime viscoélastique linérailieg. le régime dans lequel la contrainte est proponidie a

la déformation.

(b)

&, G" (Pa)
G, G"(Pa)

i ; 1 |
10 10° 10" 10* w0® 10? 104 10°
Fréquence angulaire (rads"]

&, G [Pa)

Fréquence angulaire {mds ™}

Figure 30 : Représentation schématique de compertntypiques de spectres mécaniques.

(a) : Solution macromoléculaire ; (b) : Gel faible) : Gel rigide.

5.9.3. Caractérisation d’'un gel de pectines

Les propriétés rhéologiques des systemes avemstPIE ont été caractérisées grace a un
rhéomeétre a contrainte imposée (AR 2000, TA Insémits, Sierrey, Grande-Bretagne). La
géomeétrie utilisée est une géométrie cone-planofray20 mm, angle de troncatuge 2°,
entrefer : 98 um) (Figure 31). Le cisaillement assuré par I'application d'un couple sur
'axe du corps de mesure. Le couple imposé mingeéin le constructeur est de 0,1 uN.m.

La mesure de la déformation se fait par un capdeudéplacement angulaire. La résolution
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angulaire est de 0,04 uprad. La température du alatks rhéométre est contrélée par un

thermostat a effet Peltier. L’échantillon est dépssr le plateau du rhéomeétre.

K/ Q

Entrefer 0.98

A 4

Figure 31 : Systeme cbne plan.
Ou R est le rayon du cong, est I'angle de troncature du conelktcorrepond au couple
appliqué sur I'axe de mesure.

Le mélange pectine-calcium est préparé comme iédequg 5.2 ou en § 5.8.2., puis
déposé sur le plateau du rhéomeétre préchauffé @. F5rés avoir descendu le cbne jusqu’a
I'entrefer, I'échantillon est recouvert d’huile garaffine pour éviter I'évaporation. Dans un
premier temps, on effectue un suivi de G’ et G”fenction du temps a pulsation constante (1
rad.s") et & une déformation de 1%. Cette cinétique pediavoir des informations sur
I'évolution de la structuration. Puis la variatide G’ et G” est mesurée en fonction de la
fréquence (0,01 & 100 rad)sa une déformation de 1% (spectre mécanique)eCetpe
permet de caractériser la structure de I'échantilRour terminer la séquence, un balayage en
déformation est réalisé pour vérifier que la défation choisie était bien située dans le

régime de la viscoélasticité linéaire.

5.10. Caractérisation de la diffusion des PME

5.10.1. Marquage des PME

Les PME subissent un marquage fluorescence powopquermettre leur observation
en FCS et FRAP. Le marqueur fluorescent choisfissthiocyanate de fluorescéine (FITC).
Sa masse molaire est de 389,38 gn@on maximum d’excitation est & 494 nm et son
maximum d’émission est a 518 nm. Au cours du maggud’une protéine, le FITC se fixe

sur les groupements amines des chaines latéraidgsifees.
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Le protocole employé pour le marquage est le stiivan

L’Aa-PME ou O-PME sont mises en solution dans amgon carbonate a pH 9 (21
mg.mL* de NaCO;, 16,8 mg.mL* de NaHCQ) pour une concentration finale en protéine de
10 mg.mL>.

Le FITC est dissous dans un mélange DMSO-eau, 3 1vy5) pour une concentration
finale en FITC de 15 mg.mt

Ajouter 150 pL de solution de FITC pour 2,85 mLsiddution de PME.

Laisser sous agitation pendant 5h a 4°C.

Dialyser contre de I'eau ultrapure pendant 4 jours

Dialyser contre le tampon MES 10 mmét.pendant 3 jours.
Le degré de marquage (M. le rapport du nombre de molécules de FITC par cutdéde
PME est calculé selon la formule suivante :
M = Absorbance a 494 / (coefficient d’absorptionlare du FITC x [concentration en
protéines]
Coefficient d’absorption molaire & pH 6 : 17666 m™*
Le coefficient d’absorption a été déterminé par gaemme étalon du FITC dans le tampon
MES 10mM a pH 6. A l'issue du marquage, M est séutour de 4.
Ce marquage a été réalisé deux fois sur la mémaiaolde protéines afin d’obtenir une
augmentation du marquage. Cependant, aucune awgginant’a été observée en FCS, ce qui

signifie que le marquage était maximum lors deréapere étape.

5.10.2. La spectroscopie de corrélation de fluoresace couplée a I'excitation a deux
photons

5.10.2.1. Principe

La spectroscopie de corrélation de fluorescencd-lygrescence Correlation
Spectroscopy », FCS), créée en 1972 par D.Magdekldon et W.W. Webb, est une
technique ultra sensible permettant de suivre |@&ations dynamiques au niveau de la
molécule. Le mouvement des molécules fluorescedés un micro volume génere des
fluctuations temporelles de la fluorescence émisanalyse de l'auto-corrélation de ces
fluctuations peut permettre de fournir différentrgmetres dont le coefficient de diffusion
translationnel des molécules fluorescentes avec pwéeision submicrométrique. La FCS

possede diverses applications, par exemple, lé deila diffusion de sondes fluorescentes a
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travers un biofilm bactérien (Briandet et al., 2D@RI encore au travers de membranes
cellulaires (Schwilleet al, 1999; Garcia-Saez & Schwille, 2008).

Nous avons utilisé un dispositif de FCS coupléeaditation a deux photons (« Two
Photon Excitation », TPE). Cette technique utilisgorocessus d’absorption non linéaire a
deux photons découvert par Gopper - Mayer en 1084 fluorophores de I'échantillon sont
excités suite a I'absorption simultanée de deuxtgisd’énergie deux fois plus faible que
celle nécessaire pour exciter directement la médéavec un seul photon. La probabilité de
ce type d’absorption est rare et nécessite un dlexphotons élevé pour I'excitation des
molécules. Le couplage de la FCS a I'excitatioraxdphotons (TPE-FCS) confére différents
avantages :

- Une réduction des dommages causés par le phatatiment :

Le taux d’excitation en TPE dépend de facon quagiratde I'intensité d’illumination.
Ainsi pour un faisceau étroitement focalise, lextdiexcitation décroit rapidement a partir du
plan focal. Par conséquent, I'excitation est catdimu point focal de I'objectif (région ou la
concentration temporelle et spatiale en photongrest élevée). Ce confinement réduit le
photo-blanchiment au volume d’excitation.

- Une réduction du bruit de fond :

L’écart entre la longueur d’onde d’excitation a xiginotons et celle de la fluorescence émise
est important. Cet écart permet d’éviter le breétfdnd lié a la diffusion Raman et Rayleigh
de l'eau. L’absorption a un photon est généralemmegligeable dans les domaines de

longueurs d’onde utilisés.

5.10.2.2. Détermination du coefficient de diffusion

Le laser est focalisé sur une zone précise deéndiitdlon définissant le volume
d'observation (~1 fL). Les molécules fluorescentestrant et sortent du volume
d’observation. Excitées par les impulsions laskese&mettent des photons. L'intensité de la
fluorescence F(t) est mesurée au cours du temmrréi32). Selon I'évolution de la
concentration en molécules dans le volume d’observalintensité de la fluorescence
fluctue autour d’'une valeur moyenne et ses vanatigont notée8F(t). Le signal est alors
corrélé avec lui méme a un temps postérieur. Siggaux sont identiques, la corrélation est
parfaite et est donnée par la valeur 1. Si lesasigrsont tres différents, il n’'y a pas de

corrélation, la valeur donnée est 0. Si l'intengiié signal au temps t est comparée a

lintensité du signal a un tempst &t trés court, il y aura une forte corrélation entre
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I'intensité des deux signaux. Mais, pltsest grand, plus la corrélation diminueZA infini,

la corrélation est nulle. La fonction d’auto-coat®n matérialise la perte de corrélation au
cours du temps. Plus les molécules du volume digbhien sont grosses et diffusent

lentement, plus la corrélation est longue. La ceullauto-corrélation obtenue posséde une
amplitude inversement proportionnelle au nombreeNmblécules diffusantes dans le volume
d’observation. L’abscisse a mi-hauteur correspomdemps de diffusion des molécules de

I'échantillon (Figure 33).

Intensité en ** ' '
U'A. 4000 — -

3500 —
3000— —
2500— —

2000 — =i

1500 —

1000 =

500 —

| | | | |
¢}
[¢) 50 100 150 200 250 300

Temps en ms

Figure 32 : Fluctuations de l'intensité de fluomsce en fonction du temps.
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Figure 33 : Courbe d’auto-corrélation et son ajustet avec un modele.

Dans le cas d'une seule espece moléculaire, I'éeoluemporelle des fluctuations de sa
concentration peut étre quantifiga les fluctuations correspondantes de fluorescér¢t
dans le signal de fluorescence F(t) autour de séeuvamoyenne (F{f} ou
GF(t) = F(E) - (F(t]} (Hesset al, 2001). La fonction d’auto-corrélation normalisie) d’'une
fluctuation de fluorescence a un temps dofifif’et & un temps postériegF ¢ + 1) est

donnée par I'équation :

. (6F)SF(t +TH
T) =
Equation 5.10.2 | : g {(F(D))?

Le symbole() correspond a la moyenne de la fonction au coutsmps.

Ainsi, g{) contient les informations concernant les fluars de la concentration des
molécules observées reflétant la dynamique molé&euda systeme.

Si I'on suppose que lintensité du profil d’excitat peut étre assimilée a une distribution
gaussienne a 3 dimensions, la courbe de corréldddhuorescence ¢y pour les mouvements

browniens de particules fluorescentes peut étret&guen employant la fonction d’auto-

corrélation normalisée suivante :
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1
1 H

gﬂ::r=1+[_1 ] .
SN 1y (20) ()
Equation 5.10.2 11 Zo ) "Mp
Avec
N Nombre moyen de particules fluorescentes présermtans le volume
d’excitation

Tp Temps de diffusion caractéristique des particdlesréscentes diffusant

“Wo Largeur du faisceau

o Profondeur focale
Les fluctuations de fluorescence d’'une moléculendense correlent entre elles et non avec
celles d’autres molécules indépendantes. Lorsquenebre de molécules augmente dans le
volume d'observation, l'effet relatif du passagaurd® molécule donnée dans le volume
d’excitation sur le signal de fluorescence totahidue, et 'amplitude de la courbe d’auto-
corrélation normalisée diminue également. Le nonderenolécules présentes dans le volume
d’observation doit ainsi étre faible, soit de 1Grfolécules ou encore une concentration de
I'ordre du nano molaire pour obtenir une corrélat@ec une amplitude suffisante.
Il est possible de distinguer deux espéces diffudans le volume d’observation sous réserve
gue leurs temps de diffusion respectifs soient ainsnséparés par un facteur ~1,6 (Hess
al., 2001).
Dans ce cas, la courbe de corrélation de fluorescpaut étre ajustée avec la fonction d’auto-

corrélation suivante :

Equation 5.10.2 111 :

1 { 1 z . . 1 ;)
gnl=1+——.)a < +i(1—a) 5 |
S| TS v Y Il R v e |
ou
N Nombre moyen de particules fluorescentes préseataes le volume
d’excitation

@ etl—a  Fraction de la concentration molaire des deuxeespdiffusantes

o1 Temps de diffusion translationnel des moléculefatgion molaire®
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oz Temps de diffusion translationnel des moléculefatgion molairel — @

“Wo Rayon du faisceau laser au point focal

o Profondeur focale
A partir du temps de diffusiorz extrait, il est possible de calculer le coeffigide diffusion
D a partir de la relation suivante :

-

gy

D =
Equation 5.10.2 IV : 81p

ou
D Coefficient de diffusion en mhs*
“Wo Rayon du faisceau laser au point focal en mm18:2mm)

Tp Temps de diffusion en s

5.10.2.3. Montage et conditions expérimentales

L’échantillon est déposé dans deux systemes différselon sa nature (solution ou
gel). Des chambres de 8 puits a fond lamelle deevigrab-Tek, Nunc) sont utilisées pour
'analyse de la diffusion en gel ou en gel en caleggormation, tandis que pour I'analyse des
solutions, un dép6t ~ 40 uL est réalisé sur une llande verre. L’échantillon est placé sur
I'objectif (Zeiss Plan apochromat., x63, immers#@ltihuile, ouverture numérique 1, 4) d’'un
microscope inversé (ZeissAxiovert 135, Heidelbekiemagne). Il recoit des impulsions
laser provenant d’un laser Titane saphir (MIRA 906herent Inc., Santa Clara, CA, USA). I
s’agit d’'un laser impulsionnel femtoseconde dostdaractéristiques sont les suivantes :

Fréquence : 76 MHz

Temps d’'une impulsion : ~100 fs

Gamme de longueurs d’onde accessibles : 690-930 nm

Puissance moyenne du laser en sortie de cavi# : 1
Ce laser est pompé par un laser a I'état solided& continue (VERDI, Coherent Inc., Santa
Clara, CA, USA).

La longueur d’'onde employée lors de I'expériendedes800 nm. La puissance du laser est
ajustée sur I'échantillon grace a une roue de tiengtique neutre variable placée sur le trajet
du faisceau laser et fixée a 75 mW. La fluorescarstedétectée par un photomultiplicateur
(R7205-01 ; Hamamatsu, Hamamatsu, Japon). Celaaiapter les photons émis dans le
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volume confocal (0,5 - 1 fL) a une fréquence trievé&e (20 MHz), ce qui équivaut a 50
données par nano seconde. La durée de I'acquisiéine entre 30 et 60 secondes. La mesure
est répétée de 10 a 20 fois, soit sur une duréerisenentre 10 et 20 minutes pour une
expérience. Le signal est corrélé grace a un aiendt commercial (Flex2kx2-12, Correlator,
USA). Toutes les courbes d’auto-corrélation ont éapéstées avec un modele a deux
composantes selon I'équation 5.10.2 Il avec le mwdCurvefit du logiciel Matlab. Les
différentes expériences ont été répétées et labesexpérimentales moyennées entre elles

avant la détermination du coefficient de diffusion.

5.10.3. Fluorescence Recovery After Photobleachirf§RAP)

5.10.3.1. Principe

Lorsque les molécules fluorescentes sont soumisesrayonnement de forte intensité
gu’elles sont susceptibles d’absorber, elles paupemndre leur fluorescence par photo-
blanchiment (« photobleaching »), lié le plus sau\é un processus de photo-destruction de
I'échantillon. Directement apres la photo-destiuctiles molécules de fluorescence intacte
situées autour de la région éteinte commencent flusdi vers la région éteinte.
Simultanément, les molécules photo-détruites quitta région éteinte. Pour suivre ces
mouvements moléculaires, les molécules sont exci@®ec un rayonnement de méme
longueur d’onde, mais de faible puissance. De ce#teiere, les molécules ne sont pas photo-
détruites et le retour de fluorescence dans la pbo&o-blanchie peut étre visualisé. Ce retour
est directement lié a la diffusion des molécule®sCle principe des mesures de FRAP
illustré en figure 34. La courbe de retour de fasmence est ensuite ajustée avec un modele

mathématique.
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Figure 34 : Principe de la FRAP.

5.10.3.2. Montage et conditions expérimentales

Le suivi s'effectue grace a un microscope confocalersé (Leica TCS SP5, Leica
Microsystems, Wetzlar, Allemagne) avec un objeatiimmersion a huile (x63, ouverture
numerique 1,4). Dans un tel microscope, un laser-UVisible est utilisé comme source
d’excitation et déplacé sur I'’échantillon au moyEwnn systéme de miroirs galvanométriques.
La fluorescence émise par I'’échantillon au poimiafade I'objectif est ensuite isolée de celle
émise dans les plans sur- et sous-jacents au mdyentrou de filtrage, ce qui permet
d’obtenir des images mieux contrastées qu’'en mioqe d’épifluorescence conventionnelle.
Dans le présent systéme, I'échantillon, déposé@isarlamelle en verre pour les solutions ou
sur une plaque Labtech pour les systemes géldgisxcité au moyen d'un laser argon a 488
nm. L’étape de bleach est réalisée a la puissamc@male Bieachdu laser comprise entre 4,6
mW et 5,1 mW. L'acquisition des images pré-bleatipast-bleach est réalisée avec une
puissance s du laser de ~0,1 mW et 0,11 mW (puissance mesutaepapille arriere de
I'objectif). La fluorescence est alors collectéére00 et 700 nm.

La taille des images d’intensité de fluorescendedes512 x 128 pixels avec une taille de
pixel de 80,25 nm, soit une taille d’échantilloray& de 41,01 pm sur 10,19 um. Le balayage
laser de I'échantillon est effectué de maniérerbadionnelle a une fréquence de 1400 Hz.
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L’intervalle de temps entre deux images est deri82t chaque image résulte de la moyenne
de deux balayages de I'échantillon. La résoluties ithages est de 16 bits.

Chacune des expériences de FRAP débute par I'abouisle 50 images d’intensité de
fluorescence a la puissancgdsuivie par I'étape de bleach en un point de Bétilon de

0,8 um de diametre a la puissangga.f, bleach dont la durée est comprise entre 100 @t 50
ms en fonction des échantillons. Chacune des expEgs de FRAP est réalisée en triple et 2
répétitions sont effectuées.

Pour améliorer I'ajustement au modele, les cougxgrimentales de retour de fluorescence
peuvent étre moyennées les unes avec les autiesd’Affectuer les moyennes, les courbes
sont superposées pour évaluer leur similarité. Ruigille de la zone de bleach est calculée a
partir de la séquence d’'images. Pour cela, le Ipdifitensité de la premiere image post-
bleach est réalisé. Il s’agit de mesurer les vanatd’intensité le long d’'une ligne (Figure 35)
(Waharteet al, 2010).

DI
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imtensité en U A,
3

Figure 35 : Principe du fit d'un profil.

Dans le cas ou les courbes et la zone de bleadtiffla®ntes expériences sont similaires, une

moyenne peut étre réalisée.
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5.10.3.3. Détermination du coefficient de diffusion

Les images sont acquises a une puissance de kRggpvoquant pas ou trés peu de photo-
destruction sur I'échantillon. L’extraction des does de retour de fluorescence s’effectue a
partir des séquences d’images réalisées et demeediintérét sélectionnées sur ces images.

Les courbes sont normalisées a 1, puis ajustéed@awneodele suivant (Waharnge al, 2010) :

2l y®),

) Cow? [ .
COy. )= (— el 'aDtaw?
Equation 5.10.3 | : i gDt +w?
ou
Cx,y, 1) Fonction décrivant la concentration aaelécules sur un plan xy en

fonction du temps
Co Concentration initiale en molécules diffusantes
D Coefficient de diffusion
wW Largeur de la zone de bleach
Ce modele provient de la résolution analytique 'dquiation différentielle classique de la
diffusion dans un plan (Equation 5.10.3 Il) et dedescription du phénoméne de photo-

destruction.

o
Equation 5.10.3 Il : ar *)» 8 = Dacxy.0)

La diffusion des molécules durant I'étape de bleeshnégligée car le temps de bleach est
considéré comme tres court par rapport au tempifflssion des molécules. Une courbe de

retour de fluorescence ainsi que son traitemenbnsde modele analytique décrit

précédemment sont illustrés en figure 34.

5.10.4. Diffusion de la PME dans un gel préformé

La diffusion macroscopique a été caractérisée sugel préformé. Le but de cette
expeérience est de suivre et quantifier la migratied’enzyme au sein du gel.
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5.10.4.1. Essais préliminaires

La premiére étape a été de mettre au point lesittmm&lde concentration en calcium
et en pectine pour obtenir un gel suffisammentstast pour pouvoir étre découpé en
tranches. Le type de géométrie choisi est un cdiradssez large (diametre 3 cm, hauteur 3
cm) dans lequel 3 mL de gel ont été coulés. Plusi@ssais ont été réalisés et les
concentrations de 0,9 % et 5 mmdl.bnt été choisies. Les expériences de diffusion ont
débuté dans un premier temps avec le FITC (Figéyellhe encoche est réalisée dans le gel
et 100 pL d’une solution de FITC (50 pmot)Ly sont déposés. Le temps de migration est
fixé & 4h, puis le gel est tranché. Les tranches alors diluées et refondues et le FITC est
dosé en spectrométrie visible a 488 nm. La répartde la concentration en FITC dans le gel
s’est révélée tres variable. La cause probablguesta diffusion s’effectue principalement sur

les bords du gel.

< FITC ou Aa-PME

«<——— Gel de pectines

Figure 36 : Systeme expérimental vu de dessus.

Un essai de diffusion a ensuite été réalisé avka-PME dans ce méme systéme.
Dans ce cas, la présence de I'Aa-PME a été réyaledétection immunologique grace a un
anticorps de lapin anti-PME Aspergillus nigeobtenu a I'INRA de Nantes (Guillemigt al,
2006). Des tests ELISA (Enzyme Linked ImmunoSori#essay) ont été réalisés pour vérifier
'absence de réaction de cet anticorps avec langeet sa reconnaissance de 'Aa-PME. Une
empreinte de la migration de I'Aa-PME dans le gst etalisée par transfert sur une
membrane de nitrocellulose (Figure 37). Puis la brame est incubée avec 'anticorps anti-
PME qui se lie a la PME adsorbée sur la membraag@résence de I'anticorps est révélée par
un anticorps anti-lapin couplé a une peroxydasepigsence de 4-chloro-1-naphtol et de
peroxyde d’hydrogene, la peroxydase conduit a ftenédion d’'une coloration bleue. Cette
expérience a confirmé les effets de bords trés itapts liés a notre systéme expérimental
(Figure 37).
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Zone de
nugration de
I"Aa-PME

Figure 37 : Empreinte obtenue aprés migrationAePME dans un gel de pectines.

Ces différents résultats nous ont conduits a merdié systéme expérimental en réduisant la
taille du cylindre et en effectuant une migrati@anticale de I'enzymecf. § 5.10.4.2).

Par ailleurs, plusieurs méthodes ont été testées|palosage de la PME et sa détection au
cours de la migration. Les criteres pour le cho& aktte méthode sont, d’'une part, la
possibilité de doser I'Aa-PME, I'O-PME et leurs rines inactives, et d’autre part, la
sensibilité de la méthode. La méthode immunologiquété abandonnée pour la premiere
raison : I'anticorps ne reconnait pas la formetiraade I'’Aa-PME. La concentration en PME
a été déterminée en mesurant I'absorbance a 28@ansles solutions préparées a partir des
tranches de gel et en calculant la concentratiorpretéine correspondante. Mais cette
technique n’a pas permis pas d’évaluer correcteiaeabncentration de la protéine car elle
manquait de sensibilité. Le choix s’est alors perteune détection indirecte via l'activité de
la PME sur la pectine. Un essai de dosage du DMuparméthode colorimétrique au rouge
de ruthénium (R#OH).Cl;7NH;, 3HO) a été réalisé (Hoet al, 1999). Le rouge de
ruthénium se lie spécifiqguement aux GalA libresstitsouvent utilisé pour révéler la présence
des pectines en microscopie ou la présence d'unet@®ME (Downieet al, 1998). La mise

au point du protocole n’'a pas abouti, les résuldatenus étant trés variables. Le dosage du
DM a été aussi réalisé par dosage du méthanolélil@érpartir de la pectine aprées
saponification. Ce dosage est basé sur le mémeigeigue celui décrit en 8§ 5.5. Mais cette
technique est assez longue.

De fagon indirecte, le suivi de la diffusion dePIMIE a été réalisé en analysant I'action de la
PME sur les pectines par le dosage du DM en sedpie infrarougecf. 8 5.3.2.2) et du
DBabs ¢f. § 5.4). Néanmoins, pour calculer un coefficientdd@usion, il faut pouvoir avoir
acces a I'évolution de la concentration en enzyendéohg de sa migration. Pour cela, la

diffusion de la PME-marquée au FITCf.(§8 5.10.4.4) a permis de suivre I'évolution de la
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guantité de PME diffusant tout au long du gel etem@inant tranche par tranche la quantité
de PME en FC&c{. 8 5.10.2).

5.10.4.2. Le systeme expérimental

Un gel de pectines est coulé dans un moule comueré dé 8§ 5.2. Aprés avoir déposé
la PME sur le sommet du gel, le gel est placé dares étuve a 30°C. La migration a été
réalisée pendant deux temps différents, 6 et 2éhgdl est ensuite démoulé et découpé en
tranches avec une lame de rasoir (Figure 38).raeslies sont déposées dans des micro-tubes

tarés et pesés. Une tranche représente une magsksikeiée en moyenne entre 0,1 et 0,2 g.

50°C PectineMM 0,9%  + CaCl, 5SmM G

Prise ~15h i
Gel Dépot
ou Aa-PME
30°C  Migration ou fPME

AR

. R I
Découpage du gel et refonte a 70°C m&' O
NAAAY

Figure 38 : Description du systeme expérimental pediffusion de PME en gel préformé.

5.10.4.3. Caractérisation de I'activité de la PMiBslle gel de pectines préformé

Suite a la pesée de chaque tranche, une quarffisaste de tampon MES est ajoutée
pour obtenir une concentration finale en pectine€d2%. L’inactivation thermique de la
PME et la refonte du gel sont alors réalisées £ f8ndant 10 minutes. Puis le DFF.(8

5.3.2.2) et le DBabg{. § 5.4) sont déterminés comme précédemment deécrit.

5.10.4.4. Caractérisation de la diffusion de la Pii&rquée au FITC

La PME marquée est déposée au sommet du gel comgnédemment. Suite a la
découpe du gel et a la pesée des tranches, la BMEeplement inactivée a 70°C sans
dilution. Les tranches sont ensuite congelées ad@tte analysées en FCS a température
ambiante. Elles sont déposées sur une lame de ‘ermombre de molécules diffusant dans
le volume d’observation est obtenu grace aux ajustes des courbes expérimentalefs §

5.10.2). Deux acquisitions ont été réalisées pbacene des tranches. Cette expérience a été
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réalisée uniqguement sur I’Aa-PME active et ina@ivéa diffusion a été réalisée en quadruple

pour les deux conditions.

La diffusion au niveau global a été caractériséeusugel préformé. Le suivi de la
diffusion de la PME a été réalisé d'une part, ealymant I'action de la PME sur les pectines
par le dosage du DMcA, § 5.3.2.2) et du DBabsf( § 5.4), et d’autre part, la diffusion de la
PME-marquée au FITCA, 8§ 5.10.4.4) a permis de suivre I'évolution dejlmntité de PME,
déterminée en FCSf( § 5.10.2), diffusant tout au long du gel.
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Résultats et discussion







6. Influence du calcium sur le comportement des PMBEans

différents systemes pectiques

6.1. Détermination des parametres cinétigues des HM

L’ensemble de ce travail a été mené a pH 6 et &30®nditions choisies pour
permettre la gélification des pectines et l'acéviles deux enzymes utilisées. Or ces
conditions ne correspondent pas aux parametrescphgisimiques optimaux de I'Aa-PME et
'O-PME. De plus, les PMEs sont sensibles a lagés de sels. Il est donc important de
connaitre I'impact du calcium sur I'activité de {EME et de I'Aa-PME. L’activité spécifique
ainsi que les parametres cinétiques ont donc éegndiéés a pH 6 et 30°C en présence et en
absence de calcium (Tableau 6). En présence deirmalon observe une forte augmentation

de I'activité pour 'Aa-PME alors qu’elle est pldsscrete pour 'O-PME.

Activité spécifique Activité spécifique en présence de
Origine de la PME
(nkat.mg") 5 mmol.L™ de calcium(nkat.mg")
Aa-PME 37,7 +/-2,5 126,6 +/-2,3
31,9 +/-2,7 42,3 +/- 4,8

O-PME

Tableau 6 : Activités spécifiques de I'’Aa-PME eP®IE en présence ou en absence de
calcium.

L’augmentation de l'activité en présence de calcaidgéja été observée pour 'Aa-PME a pH
4,6 sur une pectine de pomme HM et pour 'O-PMEuww pectine deitrus HM a 30°C, et a

pH 6. Cet effet positif du calcium sur l'activitéesl deux enzymes est donc indépendant du
DM initial du substrat.

Les différentes modélisations du site actif des AMEssocient une chaine pectique dans la
conformation 2 (Jolie et al, 2010). La dé-estérification en présence de aalcpourrait
favoriser cette modification de conformation et daser [lactivite de la PME.
L’augmentation de I'activité spécifique en préseueecalcium est également a mettre en
relation avec les autres parameétres catalytiqubeggi@auet al, 1996; Slavo\et al, 2009).
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Les constantes catalytiques ont été déterminéedramant la représentation de
Lineweaver et Burk (Figure 39 et 40) pour I'O-PMEI'da-PME. La détermination de la
constante de Michaélis permet d’évaluer I'affinitéine enzyme vis-a-vis de son substrat.
Une enzyme efficace est définie par up fidible et une vitesse maximale élevée. Dans le cas
de 'O-PME, la présence de calcium conduit & urgareantation de K et une augmentation
de Vinax Ce qui se traduit par une diminution de I'affinde I'enzyme pour son substrat et une

augmentation de la vitesse de catalyse de I'en{¥ngere 39).
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Figure 39 : Représentation de Lineweaver et Butk p@-PME en présence (rouge) ou en
absence (orange) de calcium 5 mM.

Pour I'O-PME, en absence de calcium, lg Kbtenu (4,8 mg.rl) est élevé en
comparaison avec celui de la littérature (Tableau Cette augmentation de Kpeut
s’expliquer car le DM initial de la pectine empleyeést faible : une diminution de I'affinité en
fonction du DM a déja été observée (Christereteai, 1998). Par ailleurs, le pH utilisé ici ne
correspond pas au pH optimal de I'enzyme, ce quidnit I'affinité de 'enzyme pour son

substrat.
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Origine Conditions Km V max

Citrus sinensis Pectine deitrus: PME 2: 4,8 mg.mL 35,7 pmol.miff. mg
(Cette etude) DM 46% de protéines
pH 6, MES 50 mNV

Citrus sinensis Pectine deitrus : PME 2 : 10,7 mg.mt  122,4 pmol.miff. mg
(Cette étude) DM 46% de protéines
pH 6, MES 50 mV
c&* 5 mmol.L'*

Citrus sinensig(L.) Pectine de citrus ~ PME 3 : 0,03 mg.mt. 1,4 pequ.miff
var.Valencia DM 68-73%
(Cameronet al,

1994)
Citrus sinensig(L.) Pectine deitrus PME 4 : 0,0487 4,2 nkat.mg
Var. Valencia DM 59% mg.mL* protéines
(Cameron et al., pH 7,5
Citrus sinensis  Pectine de bettera 8 mg.mL”
var. Navel DM 60%
(Christensenet al, Pectine deCitrus
1998) DM 70% et 25% 0,7 et 17 mg.mt:
pH 7, 30°C
0,15 M NacCl
Citrus sinensis Pectine deitrus 0,3 mg.mL" 5,2 pmol. mi' mg de
cv. Pera-rio pH 8 protéines’
(Do Amaral et al, 0,15 M NacCl
2005)
Pomelo (Seymour pH 7, 25°C PME thermolabile (TL  TL 0,7 pmol.mirt.
et al, 1991) 0.1 M NaCl 0,2 mg.mL* ngt
PME thermostable TS 0,5 pmol.min
(TS)1,02 mg.mL* gt

Tableau 7: Caractéristiques catalytiques de diftte PME végétales.

En absence de calcium, la,} obtenue est proche des données de la littérafatdgau 7).

La présence de calcium conduit a une augmentatidfdet du \hax (Figure 39). L'O-PME
présente donc dans ces conditions une affinité aneipour la pectine MM avec une vitesse
de réaction accrue.

Il a été montré, pour 'O-PME, que le calcium pewbir un effet d’activation a
condition de rester dans une gamme de concentsationnée. En effet, 'O-PME est inhibée
par la présence d’acide polygalacturonique. Lagmés de calcium induit la formation de

diméres pectine-pectine diminuant la quantité dé\@acessibles dans le milieu. Au-dela de
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cette concentration limite (4 mmot).(Charnayet al, 1992), le calcium se comporte comme
un inhibiteur compétitif vis-a-vis de 'O-PME. Pdant, il n’interagit pas avec I'enzyme. En
effet, la mesure de l'activité de la PME en présede bleu de méthyléne présente une
activation comparable a la présence de calcium arefois induire une inhibition au-dela
de la concentration limite déterminée pour les ionalliques (Charnagt al, 1992). Ce
comportement peut s’expliquer par une compétitiatineele calcium et la PME pour les GalA
libres des pectines. En effet, I'activité de I'O-EMécessite la présence d’'un GalA libre
contigu au GalA méthylé pour permettre la fixatd@lI’enzyme. La concentration de calcium
choisie ici est de 5 mmol’l Les constantes catalytiques obtenues pour I'O-Rid&vent

s’expliquer par un équilibre entre I'effet d’actiian et de compétition par les ions calcium.

En présence de calcium, on observe une diminutio,det du Vihax de I’Aa-PME, ce qui se
traduit par une affinité plus importante pour lebswat et une diminution de la vitesse

maximale de réaction (Figure 40).
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Figure 40 : Représentation de Lineweaver et Butk pda-PME en présence (bleu foncé) ou
en absence (bleu clair) de calcium 5 mM.

110



De plus, il a été montré que I'’Aa-PME n’a pas besbacides galacturoniques libres pour se
lier & la pectine puisqu’elle peut agir sur un stdigotalement estérifieé (Massiot et al., 1997),
et qu’elle n’est pas inhibée par I'acide polygalachique (Christgau et al., 1996).

En absence de calcium, une diminution de l'afficiéél’Aa-PME est observée pour la
pectine MM & pH 6 : le K obtenu (133 mg.mt) est plus élevé que celui obtenu sur la
pectine HM a pH 4,8 (Tableau 8). L’Aa-PME est damoins affine pour les pectines

moyennement méthylées.

Origine Conditions Km V max

Aa-PME DM 46%, pH 6, 30°C

. 70,0mg.mC 8823 umoles.mihmg™
(cette etude) MES 50 mmol.C

DM 46%, pH 6, 30°C

Aa-PME L L i 1
MES 50 mmol.C 2,0 mg.mL 88,2 pmoles.minmg

(cette etude)

Ce* 5 mmol.L*

Aspergillus niger DM 60%, pH 4,2 , 626 pg. milkmg™ ou 19,5

_ 2,5 mg.mL ) N
(Dinu et al, 2007) 40°C pmoles.mift.mg
Aspergillus niger
(Maldonado et al, 45°C, pH 5 1,0 mg.mt 1,8 pmol. mif.mg*
1994)
Aspergillus Pectine de pomme
aculeatus
(Christgau etal., DM 75%, pH 4,6 27,0 mg.mL[*
1996)

30°C

Tableau 8 : Constantes catalytiques pour difféeeRtdE d'origine fongique.

Il est possible de comparer I'efficacité catalyggqiles deux PME. Pour cela, il faut calculer
la constante catalytique ouak définie comme étant le nombre de molécules detsatb
converties en produit par unité de temps par gtid, @uand I'enzyme est saturée, selon la

formule suivante :

Hf 2x

Equation 6.1.| Feat TR,
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ou
[E]; est la concentration molaire en enzyme
D’autre part, I'inverse du d correspond au temps requis pour convertir une catdéde
substrat en produit.
L’efficacité catalytique de I'enzyme (E) est déépar le rapport suivant :
Kear

E =
Equation 6.1.11 Ky

L’efficacité catalytigue maximale est atteinte byue I'activité de I'enzyme n’est limitée que
par la diffusion du substrat.

L’ensemble des valeurs obtenues pour 'Aa-PME@FPME sont réunies dans le tableau 9.

Aa-PME O-PME
Absence de Présence de Absence de Présence de
calcium calcium calcium calcium
Keat (S7) 532,0 53,3 20,2 69,3
Yicat (s) 0,00018 0,018 0,049 0,0144
EM™tsh 5165,0 18033,8 2849,2 4389,8

Tableau 9 : Comparaison des constantes catalytapié®-PME et de I'Aa-PME.

La comparaison desdde I'Aa-PME et de 'O-PME présente une évolutidffédente vis-
a-vis de la présence de calcium. L’Aa-PME conventiins de molécules de substrat par unité
de temps en présence de calcium, tandis que |Sevest observé pour I'O-PME. Par
conséquent, le temps de conversion évolue ausfgd® opposée pour les deux enzymes.
L’'ordre de grandeur de ce temps de conversion slénhe de la dizaine a la centaine de
microsecondes. La présence de calcium induit ungpiication par 7 de celui de 'Aa-PME
et une division par 4 de celui de 'O-PME. Le tendigsconversion de I'Aa-PME en absence
de calcium est proche de celui observé pour I'O-RiMiprésence de calcium. La présence du
calcium augmente l'efficacité catalytique de 'AMPE mais pas de 'O-PME. Ces résultats
issus de la représentation graphique de LineweRwme(-sont toutefois a considérer avec
prudence compte-tenu de lincertitude induite @ardprésentation en double inverse, qui

donne un poids important aux résultats obtenudables concentrations en substrat.
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Lors de la détermination des parametres catalygiqiee I'O-PME et de I'Aa-PME en
présence de calcium, la concentration en calciwutég a été de 5 mmol‘Lpour toutes les
concentrations en pectines. Or le calcium étantptexe par la pectine, des concentrations
croissantes en pectines induisent donc une dinoimutiu calcium libre. Pour prendre en

_2[Ca2+]
compte cette diminution, on calcule le rapport ehiemétrigue = COC—  En tracant

l'activité des deux enzymes en fonction de ce rdappo une diminution de l'activité est

observée au fur et a mesure que la quantité deucalpar rapport a celle des acides
galacturoniques augmente (Figure 41). L'activité plas forte pour les deux enzymes
correspond a la concentration en pectine la plysoitante. Une autre facon d’aborder les
parameétres cinétiques de ces PME en présence dancahurait pu étre de travailler a R

constant.

*

o
o
=]
1
*

activité (en nkat/m
(=]
==
o
Il

Figure 41 : Activité de 'Aa-PME (bleu) et de I'DAE (rouge) en présence de 5 mmdide
calcium en fonction de R.

6.2. Comparaison des structures de I'’Aa-PME et ded-PME

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action dimsx enzymes ainsi que l'influence
des parametres physico-chimiques sur leur actiegbiés ont été modélisées. Suite a un
alignement de séquences des PME végeétales, lause 8D de la PME d®aucus carota

1gg8A (Johanssoet al, 2002) a été choisie comme modele de base.
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Pour I'O-PME, l'alignement avec la séquence Dearota s’effectue entre les acides
aminés 313 et 681 avec un pourcentage d’identig&daence de 77%. L'e-value calculée par
le serveur Swissmodel est trés inférieure a1 (8059.10"4). Puis I'évaluation donnée par le
module de cristallographie donne un résultat tregéseur a -0,5 (score: 0,03). Ces
différentes données permettent d’évaluer le mocigteme bon.

Pour I'Aa-PME, I'alignement avec la séquencdXearotas’effectue de I'acide aminé 25 a
'acide aminé 330. C’est un alignement plus long gelui de I'O-PME, mais l'identité de
séquence de 30% est tres faible et I'e-value oleteistide 0. De plus, I'évaluation du modele
par le module de cristallographie est assez maev@isore : -0,16). Il faudra donc rester
prudent avec les conclusions issues de ce modéle.

La superposition des deux modeles permet de nateles deux enzymes ont des structures
tres proches méme si cet effet peut étre influgracde modele de base commun (Figure 42).
Le site actif, matérialisé par les deux acides rispges conserves, est situé au fond d’'une
faille. Une des différences entre les PME végétatdsactériennes est la profondeur de cette
faille (Johanssoret al, 2002). Les boucles formant le rebord de la fadlez la PME
d’ E.chrysanthemsont plus longues et conduisent a une faille phasopde que celles de la
PME de carotte (Johanssehal, 2002). La méme constatation entre une PME foregiefu
végétale est réalisée ici entre I'’Aa-PME (faillefonde) et 'O-PME.

Figure 42 : Superposition des représentationsA@eRME (vert) et de 'O-PME (bleu).
La position du site catalytique est notée par Es«dASP.
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La pectine et les PME étant chargées et le pH jouandle important a la fois sur I'état
électrostatique des pectines et dans la détermimde I'activité des PME, il est intéressant de
connaitre le potentiel électrostatique des deuyraez dans les conditions choisies pour ce
travail. Dans le cas présent, le potentiel életdt@pie est déterminé dans les conditions
physico-chimiques dont sont issues les donnéewltographiques. En particulier, le pH est
de 6,6 (Johanssast al, 2002). Il est donc proche du pH 6 choisi pounlkeu réactionnel de

ce travail.

Site actif

Site actif
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Figure 43 : Représentation du potentiel électrimptata la surface de 'O-PME (a) et I'Aa-
PME (b).

Les zones rouges et bleues correspondant respeetiv@ux potentiels négatifs et positifs.

Pour I'O-PME, une répartition homogéne des chaggtqnotée a la surface de la protéine
(Figure 43 a). Au niveau du site actif, les abatdda faille sont plutét positifs tandis que le
fond est négatif. Cette répartition des chargesagm@ une attraction de I'O-PME pour les
polysaccharides chargés négativement par les alurds faille et une répulsion de ces
mémes polysaccharides par le site actif. A pH f@eetine est chargée négativement, et peut
donc interagir avec la PME bien que le site adiif shargé négativement.

Contrairement a I'O-PME qui présente une répartitomogene des charges, la surface de
'Aa-PME a un potentiel électrostatique globalemeégatif (Figure 43 b). Ce résultat est a
moduler avec la qualité faible de I'ajustement aodéie. Ces données pourraient en partie
expliquer la faible affinité de I'Aa-PME pour la @ae MM a pH 6 en absence de calcium.
La forte charge négative de I'enzyme pourrait careda des répulsions électrostatiques avec
les régions dé-méthylées de la pectine, cette si&pubouvant étre potentiellement réduite
lorsque le calcium écrante les charges et compteserégions de-méthylées. Ainsi, cette
observation pourrait expliquer 'augmentation daffihité de I'’Aa-PME pour la pectine en

présence de calcium (8 6.1).

6.3. Comparaison de la cinétigue de dé-méthylatioen solution ou en gel

en formation

Le DM de la pectine est suivi pendant 24h apréglibation de la PME en présence
(gel en formation) ou non (solution) de calciumn{gol.LY). Avec I'’Aa-PME (Figure 44 a),
en absence de calcium, on observe une diminutipideadu DM lors des premiéres heures,
de 46% a 27%, puis le DM continue de diminuer pduigement jusqu'a 24h ou il atteint la
valeur dex~ 16%. Dans les mémes conditions, avec 'O-PME (g4 b), le DM diminue
également, mais sur une amplitude plus faible as dm temps plus court. Aprés 6 heures
d’'incubation, le DM atteint une valeur de 24% etiogpeu jusqu'a 24h. L’Aa-PME dé-

estérifie donc la pectine de fagon plus étendud’ QiIEME.
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Figure 44 : Evolution du DM lors de l'action ded&ME (a) et de I'O-PME (b) sur la pectine
MM en présence (carrés) ou en absence (cercles)iciem.

En présence de calcium, une Iégére augmentatitan\deesse de réaction est observée sur les
deux cinétigues. Néanmoins, la présence de caldiimfluence pas le DM final pour les
deux enzymes puisque des valeurs similaires de DR4ita sont observées avec et sans

calcium.

6.4. Comparaison du mode d’action des PME en solot et dans un gel en

formation

Le mode d’action des enzymes est diagnostiqué gpandsure du DBabs, qui traduit
I'aptitude de I'enzyme & avoir un comportement pssif le long de la chaine de pectine.
Le DBabs initial de la pectine MM est de 16%941. Le DBabs est suivi pendant 24h au
cours de I'incubation des PME en absence de calailgst-a-dire en solution, ou en présence
de calcium ou le systeme va gélifier au cours ideubation.
Pour 'Aa-PME (Figure 45 a), une augmentation rapid DBabs est notée jusqu'a 6h, ou il
atteint une valeur proche de 40% en présence abs&ance de calcium. Cette phase est suivie
d’'une augmentation plus lente jusqu'a 24h. La vatkuDBabs finale est située autour de
50%. Les séries avec et sans calcium sont asséaigs1 Néanmoins, la valeur finale du
DBabs en présence de calcium est lIégérement inféria celle obtenue en absence de
calcium. La présence de calcium influence peu ldeniaction de I’Aa-PME sur les pectines
MM. L’action de 'Aa-PME sur une pectine HM a moidtune augmentation du DBabs en

présence de calcium (Slavat al, 2009). Sur la pectine HM, I'Aa-PME génére une
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distribution des méthyles plus en blocs en présdramalcium par rapport a son action sur les
pectines MM.
Le degré de méthylation de départ pourrait étrorgine de la différence d’influence du

calcium sur I'Aa-PME.
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Figure 45 : Evolution du DBabs lors de l'action'da-PME (a) et de I'O-PME (b) sur la
pectine MM en présence (carrés) ou en absencdgsedes calcium.

Pour I'O-PME (Figure 45 b), I'évolution du DBabs#ectue selon deux phases de la méme
facon que pour 'Aa-PME : une phase d’augmentatepide, jusqu'a 6h d’incubation puis
une seconde phase d’augmentation plus lente. Eseqeé de calcium, 'augmentation du
DBabs est moins importante (42% a 6h et 51% a gdlen solution (48% a 6h et 63% a
24h). La valeur finale obtenue avec I'O-PME en enég de calcium est trés proche de celle
obtenue a 24 h suite a I'action de 'Aa-PME en enég ou absence de calcium. L’ensemble
de ces résultats indique que I'O-PME génere desshidus petits en présence de calcium
gu’en son absence.

Plusieurs parameétres peuvent expliquer cette ocaenv D’une part, le pH choisi influence
beaucoup le mécanisme d'action des PME, le passagepH alcalin vers un pH acide
entrainant une modification du mode d’action, domécanisme simple chaine vers un
mécanisme d’attaques multiples (Denes al, 2000). L'O-PME (PME dorange sel-
indépendante) a été caractérisée sur une pectiDdd@4% a pH 4,5 et 7,5. Le mécanisme
identifié est un mécanisme d’attaques multiplescawe degré de processivité variable en
fonction du pH : élevé a pH alcalin générant desdlongs et peu de blocs par molécule, et
bas a pH acide, générant des blocs plus courts phas nombreux par chaine de pectines

(Cameronet al, 2008; Luzio & Cameron, 2008). Si 'on admet gaechangement de mode
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d’action suit une évolution progressive lors durdement de pH, il est possible d’avancer
gue la PME a pH 6 présente un mécanisme d’actidgmieattaques multiples qui posséde un
degré de processivité plus bas qu'a pH 7,5.

D’autre part, l'influence du calcium sur le modeaction a déja été observée a pH 6 et a pH
7,5 sur la pectine HM par la génération de blocs pburts en présence de calcium (O'Brien
et al, 2009; Slavovet al, 2009; Vincentet al, 2009). Vincentet al (2009) ont proposé
'hypothése suivante : lorsque I'O-PME a dé-méthyle nombre suffisant de GalA pour
permettre I'établissement d’'une zone de joncti@laiprésence du calcium, celle-ci se forme.
Par conséquent, si I'on considére que le mécanzenmettant I'élongation des blocs est
réalisé par des dé-méthylations successives a pluti premier bloc, la zone de jonction
empéche ou géne fortement l'activité de I'enzymé&ube part, en utilisant I'hypothése
émise par Cameroet al. (2008) concernant la possibilité, pour la PME sddier a nouveau
sur une zone préalablement dé-méthylée, il estiljesde montrer une influence du DM
initial sur la modification du DBabs en présencecdieium. La pectine employée ici présente
un DM initial de 46% et gélifie en présence de icalg il existe donc sur cette pectine des
blocs assez longs pour former des zones de joscpentines-calcium. Ces blocs peuvent,
selon cette hypothese, étre étendus par la PMEn(arésence de calcium, ces blocs sont
engagés dans des zones de jonction et sont, psdaaent, moins accessibles a I'enzyme.

De plus, il a été montré que le degré de méthylatiitial de la pectine influence le mode
d’action de 'O-PME (Tanhatan-Nassetial, 2011). L’'O-PME, a partir d’une pectine de DM
éleve, géneére de longs blocs de GalA libres. Avése, a partir d’'un DM plus bas, les blocs
formés seront plus courts et plus nombreux.

Dans ces conditions de pH et en présence de caldi@¥PME pourrait présenter un
mécanisme d’action tres similaire a celui de I'AdEP: multi-chaines et multi-attaques avec
un degré d’attaque réduit par rapport a celui olisen absence de calcium. Néanmoins, le
degré d’attaque de I'O-PME doit étre plus élevé gelei de I'Aa-PME. En effet, le DBabs
obtenu suite a I'action de I'Aa-PME en absencealeiem et celui obtenu suite a I'action de
'O-PME en présence de calcium sont proches, cesiguifie que le pourcentage de mono-,
di-, tri- GalA dé-méthylés libérés par 'endoPG papport a la quantité totale de GalA est
sensiblement le méme. Mais pour atteindre ce raplaoproportion de GalA dé-méthylés est
plus importante dans le cas de 'Aa-PME (RM= 16%) que dans le cas de 'O-PME (M
=24%). Suite a I'action de I'Aa-PME, la proportide GalA libres est plus importante, mais

moins accessible pour I'endoPG parce qu'ils sopéntés en blocs trop petits.
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6.5. Caractérisation rhéologique des différents stames PME-pectine-

calcium

Les propriétés rhéologiques ont été déterminéesyairdes cinétiques de gélification
en mesurant les modules conservatif et visqueula eitructure des échantillons a été
caractérisée par la mesure de ces mémes moduefuorbalayage en fréequence.

Dans un premier temps, la caractérisation du systgettine MM et calcium sans
PME a été réalisée pour servir de référence. Eenaglesde PME, le module conservatif G’ du
systeme augmente lentement avec le temps jusge'saleur de 4,6 Pa apres 10h (Figure 46
a). On considere alors que le systeme tend verstatnd’équilibre, il a été montré sur un
temps de mesure plus important que les modules entgient de plus en plus lentement au
cours du temps (Garnier, 1992). Le spectre mécanpasente la forme typique d'un gel
physique faible et présente un module élastiqud,6ePa & 0,01 rad's(Figure 46 b). G’
présente un plateau sur la majeure partie du dentgrfréquences exploré, et est supérieur a

G".
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Figure 46 : Suivi cinétique de I'évolution de Gér@es pleins) et G" (cercles vides) & 1 rad.s
(a) et spectre mécanique du mélange pectine MN¥0e® présence de 5 mmof.de
calcium pour une déformation de 1% (b).

L’introduction de I'enzyme change completement ¢egétiques de structuration du
systeme. En présence de 'O-PME, G’ augmente rapdéen fonction du temps. L'allure de
la cinétique de gélification est proche de celleenbe pour les pectines LM (Figure 47 a). A
48h, le systéme tend vers I'équilibre avec un medigd 3078 Pa & 1 rad.sLe spectre
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meécanique présente un G’ indépendant de la fréguensupérieur de plus d’'une décade a
G” (Figure 47 b). Ces observations sont caradifrges d’'un comportement de gel fort avec
une valeur de G’ de 2964 Pa & 0,01 rad.s
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Figure 47 : Suivi cinétique de I'évolution de Gér@es pleins) et G" (cercles vides) & 1 rad.s
(a) et spectre mécanique du mélange O-PME, pelckin®,9% en présence de 5 mmot.te
calcium (b).

En présence de I'Aa-PME, un comportement différestt observé. L’action de I'Aa-PME
dans le systéme pectine-calcium conduit & uneiqingde gélification retardée (Figure 48 a).
G’ augmente lentement au cours du temps dans bespaimieres heures, puis plus
rapidement. Le pseudo-équilibre est atteint tréditament (~ 2900 Pa a 48h). A 48h, le
spectre mécanique caractérise un gel fort avecadula conservatif fort de ~ 2750 Pa a 0,01
rad. & (Figure 48 b).
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Figure 48 : Suivi cinétique de I'évolution de Gér@es pleins) et G" (cercles vides) & 1 fad.s
(a) et spectre mécanique du mélange Aa-PME, pedtvMe, 9% en présence de 5 mmot.L
de calcium pour une déformation de 1% (b).

Les modules obtenus a 48h en présence des deumesnzpnt donc proches. Cependant, la
caractérisation rhéologique de ces mélanges mamigecinétique totalement différente en
fonction de l'origine de la PME utilisée. Si 'orompare les modules élastiques a 24h, le
systeme avec I'Aa-PME présente un G’ de 1559 Pa gjoe le systeme avec I'O-PME pour
un temps identique présente un G’ de 2669 Pa.

Le retard d’augmentation de la force du gel esh lwausé par I'action de 'Aa-PME : la
réalisation d’'une cinétique identique avec I'Aa-Ph&activée thermiquement ne conduit pas
a ce phénomeéne (Figure 49). Le module final & Xitde 5,4 Pa a 1 rad,sdonc proche de

celui obtenu avec la pectine MM en présence deuralc
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Figure 49 : Suivi cinétique de I'évolution de Géres pleins) et G (cercles vides) & 1 rad.s
du mélange Aa-PME inactivée, pectine MM 0,9% ers@née de 5 mmollde calcium.

Les cinétiques de gélification générées lors detibn de I'’Aa-PME ou de I'O-PME
sont difféerentes. Néanmoins, les modules atteiatdgs deux enzymes a 48h (2762 Pa avec
Aa-PME et 2964 Pa avec I'O-PME) sont tres proches gue leurs spectres mécaniques. Par
ailleurs, le calcul du rapport G”/G’, appelé tange de perte (ta), montre qu'il existe une
légere différence de contribution de G’ et G” enligs deux systemes. Avec I'’Aa-PME,dan
pour valeur 0,02 & 0,01 rad,salors qu'avec I'O-PME, tana pour valeur 0,01 & 0,01 rad.s
Une composante visqueuse plus importante est dbeervée dans le gel formé suite a
laction de I'Aa-PME, alors qu’en présence d’O-PME, gel formé est plus élastique.
Pourtant, les DBabs sont proches. Cette |égerérdifte d'élasticité peut étre liée a la
mobilité des chaines entre deux zones de jondDans le cas de I'Aa-PME, la présence de
petits blocs peut conduire a la formation de zodes jonction métastables,e. non
permanentes. Ce phénomeéne induit une mobilité daikes pectiques entre deux jonctions
inter-chaines se traduisant par une augmentatiocachctere visqueux du gel. En présence
d’O-PME, des blocs plus longs sont générés parastion, les zones de jonction sont donc
plus stables. L’établissement de liaisons entrete®es de jonction est par conséquent stable
et entraine moins de liberté pour les chainesquezsi non impliguées dans les liaisons.

D’autre part, la formation de blocs longs entraiaeartir d'un certain nombre de
GalA, la formation de zones de jonctions coopéeatien présence de sel. Il a été proposé que,
lors du vieillissement du gel, les ions calciunuégt dans les zones de jonction courtes et

instables seraient réarrangés vers les zones diégomplus grandes ou de taille intermédiaire
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grace a une liaison coopérative pour conduire tablissement de zones de jonction plus
longues (Garnier, 1992; Cabreazgal, 2008) . L’observation d’'une augmentation dedésbn

de I'anticorps 2F4 au cours du temps a des dineiesgjues d’oligogalacturonides (degré de
polymérisation >8) a conduit a I'hypothése d’'un qassus de maturation des liaisons en
« boite a ceuf » (Cabreed al, 2008). La formation de jonction débuterait patdblissement

de plusieurs ponts calciques, puis, par réarrangenes chaines glisseraient les unes vers les
autres jusqu'a étre alignées de facon a formetuke grand nombre de ponts calciques. Ce
phénomene n’est pas instantané et pourrait prgridseeurs heures pour atteindre I'équilibre.
Ce mécanisme de liaison au calcium implique quertgs nécessaire pour former des zones
de jonction stables dépend de la taille et/ou dombre des blocs de GalA libres dont le
calcium est susceptible d’étre réorganisé et dgidantité de calcium disponible.

On peut supposer que I'action de 'O-PME conduisétablissement de blocs de GalA libres
assez grands pour induire une liaison coopérativeadcium conduisant a I'établissement
rapide de zones de jonction stables.

Pour une méme proportion de GalA libres en bilecpour un DBabs équivalent, 'Aa-PME
libére une quantité de GalA plus importante,un DM plusbas que 'O-PME. Cela suggere
gue les blocs courts répartis sur toutes les chalagectines conduisent a une dispersion du
calcium (Ngouemazongt al, 2011). Au fur et a mesure de la dé-estérificatlartaille des
blocs augmente et certains sont probablement de fiffisante pour induire une liaison
coopérative du calcium. L’augmentation du modulasttue du gel pour le systeme
contenant 'Aa-PME ne serait pas, par conséqueniplée de facon instantannée a la dé-
estérification. Un temps de décalage correspondantéarrangement du calcium serait
nécessaire pour la gélification. Dans le cas dePNE, la taille des blocs générés est
probablement telle gu’elle induit la formation deidons coopératives. De ce fait, la

formation de liaisons est plus rapide et la cingtige gélification n’est pas retardée.

6.6. Conclusion

L’activité de 'O-PME et celle de 'Aa-PME ont ét@ractérisées en solution et en gel
en formation. Le comportement d’action de 'O-PMEde I'Aa-PME se traduit par une
augmentation de la vitesse de démeéthylation dangelien formation et une diminution du
DBabs pour I'O-PME. La mesure des constantes dajabs des deux PME a montré que la

présence du calcium avait des effets opposés affinité et la vitesse maximum des PME.
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L’Aa-PME voit son affinité pour la pectine augmentians un gel en formation et sa vitesse
maximale diminuer. L'inverse est observé pour '@ Le gel en formation a aussi été
caractérisé en présence de I'Aa-PME ou de I'O-PREn point de vue rhéologique, les
systemes finaux sont proches, mais les cinétigeegédtification sont différentes pour les
deux enzymes. Afin de déterminer quel peut étrendact de la structuration de

7 1%z

I'environnement sur les PME, leur diffusion a étédéée.
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7. Etude de la diffusion des PME

7.1. Introduction a I'étude de la diffusion

7.1.1. Définitions

La diffusion est basée sur I'existence des mouvésnbrowniens que I'on définit

comme les déplacements aléatoires et désordonmss lela trois dimensions de I'espace

gu’effectuent les petites particules a la surfageaa sein d'un liquide. Ce mouvement est

attribué aux chocs de molécules de liquide suraldiqule. La diffusion est un phénomene

spontanéij.e. qui ne nécessite pas l'intervention d’'une forceéagure. Le déplacement de la

particule est dépendant de la température. Soet &8} régi par le hasard : la direction prise

par la particule aprés chaque choc est suivieatéatent et est indépendante du mouvement

précédent. A partir d'une position de départ défirlors d’'un phénoméne de diffusion,

chaque particule s’éloigne de son origine au hashes mouvements browniens sont

composeés de deux types de fluctuations aléatoires :

Les fluctuations aléatoires de la position d'amaécule dans I'espace correspondant
au phénomeéne de diffusion translationnelle.
Les fluctuations aléatoires liees a l'orientatida la molécule par rapport & une

direction définie correspondant au phénomeéne desitiin rotationnelle.

La diffusion translationnelle est la plus commungaiétudiée. Deux phénomeénes tous

deux basés sur les mouvements browniens peuvendiétingués :

L’autodiffusion correspond aux mouvements browsigles molécules du fluide a
'équilibre thermodynamique et est définie par keefficient d’auto-diffusion. Ce
phénomene peut étre mis en évidence par differeatdsmiques comme la RMN, la
FRAP et la FCS. Les mesures sont typiquement é&alisur une échelle de temps de
la milliseconde a la seconde. Les mouvements ddécules considérées peuvent
atteindre quelgues micrometres.

Le transport par diffusion correspond a un fltesgeces dissoutes dans le fluide dans
une situation hors équilibre et est mis en évidepae le coefficient de diffusion
mutuel. Ce phénomene peut souvent étre décritgsalols de Fick et est caractérisé
par I'étude d’'un profil de concentration lié a ueepérience de pénétration ou de
libération de la particule diffusante. Les techmisjuemployées pour calculer le

coefficient de diffusion mutuel peuvent étre la RMN encore I'utilisation de cellule
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de diffusion. Ces mesures sont typiquement réalisée une échelle de temps de la

minute & I'’heure voire aux jours. Les mouvements melécules s’effectuent sur des

distances pouvant atteindre plusieurs millimetres.
L’auto-diffusion et le transport par diffusion sowmleux mécanismes distincts qui se
déterminent expérimentalement a différentes écheleetemps et de longueur. Le transport
par diffusion correspond au transport d’'une quéardié matiére caractérisée par une densité
locale, conduisant a [l'uniformisation spatiale da distribution et se traduit par
I'établissement d’'un gradient de diffusion. Ce phv@@ne d’homogénéisation est mis en
evidence pour une échelle de temps d’observatifiisamment longue et pour une échelle de
longueur macroscopique. Les phénomenes d’autodiffusitervenant dans un systéme a
I'équilibre sans variation de volume, ni de tranisfée masse, sont observables quelle que soit
'échelle de temps ou de longueur considérée. Daras de la diffusion d’'une particule
sphérique pour un systéme a I'équilibre dans uvaswlpur, le coefficient d’autodiffusion (D)

peut étre calculé par I'équation de Stockes-Einstei

kT
D=—
Equation 7.1 | : 67T R,
ou
k La constante de Boltzmann (3K
T La température (K)

n La viscosité de la solution (P&)s

Ry Le rayon hydrodynamique du diffusant (m)
Cette équation décrit la relation entre les foricehiites par le mouvement aléatoire d’'une
particule di aux fluctuations thermiques et auxderde friction que cette particule subit
lorsqu’elle passe a travers un liquide. L'autodsfan et le transport par diffusion dépendent
tous deux de la température, de la pression, tellladu soluté et de la viscosité du milieu de
diffusion. Les relations entre ces deux phénoméoes a I'étude. Il est difficile de pouvoir
les comparer dans des systemes expérimentaux gdeati compte-tenu des différences
d’échelle de mesure. Plusieurs travaux comparadétarmination de la diffusion selon une
approche macroscopique ou microscopique ont malgsecoefficients d’autodiffusion et de
diffusion mutuel d’un ordre de grandeur équival€ds études ont été menées sur la diffusion

d’'un composé aromatique dans un gel de carraghgén@éériset al, 2010) ou sur la

127



diffusion de différentes particules dans un gelgdi@se (Leacet al, 2003; Labilleet al,
2006). Ces difféerentes études ont permis d’avawmeer lors de la diffusion en gel, les
coefficients de diffusion mutuel et d’autodiffusipnésentent une forte correspondance dans
le cas ou la particule diffusante est beaucoup péige que la taille moyenne des pores du
gel (Gagnon, 2009; Gagnon & Lafleur, 2009).

7.1.2. Influence de I'environnement sur la diffusia

Dans le cas de notre étude, les trois environnesnemsidérés ont des structures
physiques différentes : la solution de pectinesesmpond a un milieu visqueux, le mélange
pectine-calcium correspond a un milieu en courstdecturation et le gel préformé est un
hydrogel. Les caractéristiques de la diffusion ehaj les différences avec la diffusion en
solution sont importantes pour cette étude.

Difféerents modeles ont été avancés pour expligaatiffusion d’'une molécule dans
une solution de polyméres (Masaro & Zhu, 1999agffet des chaines de polyméres sur la
diffusion est notamment décrit par des effets dinfzsion, des interactions hydrodynamiques
ou par lintervention de la théorie de I'espacadibCes différents concepts ont aussi été
appligués a la diffusion en gel (Amsden, 1998). Dam cas, le transport de soluté intervient
essentiellement dans les régions emplies d’eamdéés par les chaines de polyméres : les
mailles du gel. Par conséquent, la diffusion dutgoést influencée par tout facteur modifiant
cet espace :

- Le rapport taille de maille sur taille de latparle diffusante

- La mobilité des chaines

- La présence de groupements chargés sur le padypoegéivant se lier au soluté.

Il a été montré que l'autodiffusion dans les hyalegest sensible a plusieurs parametres
comme la taille du soluté (Fatin-Rouge al, 2004), sa forme (Masaro & Zhu, 1999b), la
concentration en polymeére ainsi que la structuréhgelrogel (porosité, tortuosité, rayon du
polymére) (Amsden, 1998; Masaro & Zhu, 1999a). paameétres similaires influencent le
transport par diffusion: la taille du soluté (Jobson et al, 1991), la charge du
polysaccharide ou/et de I'espece diffusante, lacentration en polymere, la taille des pores,
mais aussi la structure de I'hydrogel qui peut a@s®ir un impact si I'expérience est
suffisamment longue.

La plupart des modéles sont développés pour deditmors particuliéres de taille d’espece
diffusante et de concentration du milieu et nétessi’'absence d’interactions d’absorption

ou électrostatiques entre la molécule diffusantdest chaines du réseau de polymeres.
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Expérimentalement, il a été montré que la diffusi@nmacromolécules en gel est plus lente
gue dans un solvant pur (Johnsdral, 1996; Gagnon, 2009). Elle est d’autant plus Iepie

la taille de la particule est grande et que la eatration du gel en polyméres est forte (Leloup
et al, 1987; Johnsoet al, 1996). Les interactions entre la particule diifiute et les chaines
de polyméres modifient le comportement de diffusiddatamment les interactions attractives
ralentissent la diffusion de la molécule dans le (§atin-Rougeet al, 2003). L'étude de
l'action de la thermolysine hydrolysant un gel dgatjine a été réalisée en FCS et a mis en
evidence une diffusion anomale. un ralentissement du transport des moléculesvietd.
L’interaction de I'enzyme avec son substrat conduin ralentissement de la diffusion (Fadda
et al, 2003).

La présence d’hétérogénéités dans le milieu corifiddiétude de l'autodiffusion, mais leur
influence dépend de I'échelle d’observation congidgde I'échelle locale a I'échelle globale
(Lorénet al, 2009) :

- A un temps d'observation infiniment court, le pbénene de diffusion est observé a
une échelle trés locale. Le coefficient de diffasi®) équivaut au coefficient de
diffusion obtenu dans un solvant pue, sans obstruction (.

- A un temps d’observation tres court, un nomligligeable de molécules est affecté
par la présence des hétérogénéités. En effet, @tcyles dans le volume
d’observation parcourent une distance trés faiblele temps d’observation est trés
court. Par conséquent, seules les particules ampitéximmeédiate de I'hétérogénéité
peuvent étre affectées par sa présence. D restetade proche deD

- A partir d'une certaine durée d’observation, walentissement du transport des
molécules intervient. La diffusion est alors quééf d'anomale. Ce seuil de durée
d’observation dépend a la fois de la taille duwdifint et de la taille des pores du gel.
Ce phénomene intervient lorsque les tailles desgpet du diffusant sont proches,
pour des temps courts et une échelle de longuééidgore a 1 um (Labillest al,
2006).

- A un temps infiniment long, les particules onpkxé tout le volume disponible et ont
toutes été affectées par I'hétérogenéité. Un aoefft de diffusion global est alors
mesureé, celui-ci est proportionnel a la tortuodiiéyel.

L’effet de la structure environnante sur la diftusides particules est conditionné par I'échelle
d’observation. L'effet de la structuration du milisur la diffusion des PME a été étudié par
mesure du coefficient d’autodiffusion a une échtelle locale (FCS, § 7.2), a une échelle plus

intermédiaire ou meésoscopique (FRAP, § 7.3) etrpasure du coefficient de diffusion
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mutuel & une échelle macroscopique (8 7.4). L'inmie I'activité de la PME a aussi été

étudié en réalisant ces différentes expérienceslaveME inactivée.

7.2. Etude de la diffusion locale de 'Aa-PME et dEO-PME

La spectroscopie de corrélation de fluorescenceSjHtermet d’étudier les phénomenes
de diffusion dans un trés petit volume d’observatd sur une échelle de temps trés courts.
Afin de connaitre et de comprendre I'influence dé#frents environnements sur la diffusion
de I'Aa-PME et de 'O-PME, une série d’expérieneesté réalisée en FCS. La diffusion de
'Aa-PME et de 'O-PME a été étudiée en solutiompen, dans une solution de pectines,
dans un gel en formation et dans un gel préforroér Bela, les PME ont été marquées au
FITC.

Activité spécifique nkat.mg*
Aa-PME 35,2
O-PME 24,8

Tableau 10 : Activité spécifigue des PME marquéek|aC.

Les deux enzymes sont toujours actives apres mgeqaeec une baisse de l'activité
spécifique (Tableaux 6 et 10).

Par ailleurs, l'influence de l'activité des PME deur diffusion a été évaluée en les
inactivant par chauffage, puis en réalisant unie sBexpériences identiques. Le chauffage de
la protéine entraine une modification du repliendmta protéine et, par conséquent, modifie
son rayon hydrodynamique. Ce dernier est importamt il influence la diffusion de la
protéine (Equation de Stockes-Einstein).

Le rayon hydrodynamique peut étre calculé a pdesw formules suivantes pour une protéine
globulaire ou dénaturée (Wilkiret al, 1999) :

Formule 8 1 : R = 4,75 x N># (globulaire)
Formule 8 11 R = 2,21 x N**" (dénaturée)
ou

N est le nombre d’acide aminés
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Rn est le rayon hydrodynamique en A
A I'état natif, 'Aa-PME et O-PME étant des protémglobulaires, il est possible d’appliquer
ces formules. Les résultats sont donnés danslkEatati].

N Rh globulaire (nm)  Rh dénaturée (nm)
Aa-PME 314 2,5 5,6
O-PME 317 2,5 5,8

Tableau 11: Rayons hydrodynamiques calculés paarME et I'O-PME.

Ces calculs montrent un doublement du rayon hydrachyque apres dénaturation thermique.

Celui-ci reste néanmoins du méme ordre de grandeur.

La comparaison des courbes d’auto-corrélation egites peut permettre d’effectuer un
classement relatif des coefficients de diffusioiisPes particules diffusent vite, plus le temps
moyen pendant lequel I'enzyme reste dans le voldiobservation est court. Le signal de
fluorescence, par conséquent, fluctue d’autant yikeset conduit & une diminution rapide de
la corrélation. Les courbes d’auto-corrélation lderfescence correspondant au phénomene de
diffusion le plus rapide seront alors situées sugauche du graphique. Dans le cas d’'une
diffusion plus lente, le phénomene inverse intarviet les courbes sont décalées vers la
droite.

Les courbes expérimentales sont ensuite ajustéetilisant un modele. Plusieurs d’entre-eux
ont été testés, parmi lesquels les modeéles desdiffdibre d’'une espéce fluorescente (modéle
a une composante) ou de deux especes fluores¢emidsle a deux composantes), ainsi que
le modele de diffusion anomale. Le modele de diffudibre a deux composantes a fourni le
meilleur ajustement et il a alors été possible @éerminer :

- N le nombre de molécules fluorescentes diffusiamts le volume d’observation

- 14 le temps de diffusion le plus court concernamidarcentage a (donné pai) de

molécules fluorescentes diffusantes

- 1 le temps de diffusion le plus long concernant teirpentage a (donné par

(1—-al ) de molécules fluorescentes diffusantes.
L’interprétation des résultats est realisée a pdetices parametres issus des moyennes

des ajustements des courbes expérimentales ettia gmarla comparaison graphique des
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courbes moyennes pondérées normalisées ou noruebtpour chaque type d’expérience. Le
calcul du coefficient de diffusion a partir depermet de comparer les différentes expériences
entre elles et de confronter les résultats obténbéchelle de la FCS avec ceux obtenus en
FRAP.

7.2.1. Détermination des conditions expérimentales

Dans un premier temps, les conditions expérimentaleorables a I'utilisation de la FCS
ont été déterminées. Les concentrations des sotutidilisées sont identiques a celles
employées pour la caractérisation du mode d’aat®lienzyme, l'intensité du signal donnée
par le nombre de photons détectés par le photgrticdtieur étant alors jugée suffisante.

Pour vérifier le bon fonctionnement du disposigflICS, le signal d’autocorrélation d’'une
solution de FITC ou de fluorescéine est systématitgnt recherché en début d’expérience.
La solution de pectines ainsi que le gel préformiégalement été testés. Les fluctuations de
la fluorescence de la pectine en solution ne sastqu peu corrélées, le temps de diffusion
issu du traitement de la courbe moyenne est longt §omme pour la solution de pectines,
les fluctuations de la fluorescence du gel condiseune corrélation peu importante. Le
signal généré par les pectines en gel préforménagpkition est ainsi assimilé a du bruit de
fond dont 'influence sur le signal issu des enzgmmarquées est négligeable.

7.2.2. Diffusion de '0O-PME
7.2.2.1. Comparaison de la diffusion de I'O-PME gldifférents environnements

La diffusion de 'O-PME marquée au FITC a été saigans le tampon MES, dans une
solution de pectines MM a 0,9%, ou dans un geloemédtion et sa diffusion a été suivie en
FCS pendant 3h. Le nombre de molécules diffushntrient dans le volume d’observation
présente une forte dispersion des valeurs maisndanee a augmenter au cours du temps
(Figure 50 a). Les valeurs des temps de diffusidrages des données brutes sont aussi trés
dispersées, mais elles oscillent autour d’'une vaieayenne de 0,1 ms pendant les 3 heures

d’observation (Figure 50 b).
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Figure 50 : Evolution du nombre de molécules ddhtsdans le volume d'observation (a) et
de leur temps de diffusion (b) lors de la diffus@la O-PME dans une solution de pectines
(orange) et dans un gel en formation (rouge).

Les courbes d'auto-corrélation de méme allure dét ldoyennées pour pouvoir
comparer les différents environnements entre elles présentent des allures similaires dans
les trois environnements considérés (Figure 51).

Mais la courbe d’auto-corrélation correspondana a@iffusion de I'O-PME dans la pectine
seule differe de celles obtenues dans les deuesa@nvironnements : elle présente une
composante aux temps longs plus importante quescelbservées pour les deux autres
environnements. Ceci avait aussi été constatéderacquisition des données. En effet, la
présence de pics d’intensité tres importants damsvécteur d’intensité perturbait

régulierement le signal.
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Figure 51 : Courbes d'auto-corrélation moyennemabsées obtenues lors de la diffusion
d'O-PME dans une solution de tampon MES (violetg solution de pectines (orange) et
dans un gel en cours de formation (rouge).

L’observation des courbes moyennes permet de canglie le temps de diffusion des
PME diffusant rapidement dans la pectine varie p@s d’'un environnement a l'autre. Par
ailleurs, une augmentation de la population de Pdiffusant lentement corrélée a un
allongement de son temps de diffusion est obselvémue I'O-PME diffuse dans une
solution de pectines. Ces observations graphigaes @mparées aux données issues des

différentes analyses (Tableau 12).
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O-PME MES O-PME pectine O-PME pectine Ca
valeur valeur valeur

moyenne ecart-type moyenne ecart-type moyenne ecart-type

N 70,31 6,26 48,64 8,45 51,22 16,35

a (%) 97,75 1,55 94,62 1,23 96,34 1,78
T4 (MS) 0,11 0,02 0,133 0,061 0.091 0,03
7 (ms) 28,14 41,22 67,94 179,14 9,11 6,20
(mz’;‘_’s_l) 2,06.10 2,87.10" 1,85.10* 5,54.10° 2,74.10" 1,01.10"

Tableau 12: Comparaison des valeurs extraites aesbes d'auto-corrélation et du
coefficient de diffusion obtenues lors de la diitusde I'O-PME en solution, en solution de
pectines, en gel en formation.

D’aprés les valeurs des parametres extraites dartrant des données, une tendance a
la diminution du nombre de PME diffusant libremest observée entre la diffusion de la
PME dans une solution tampon (~70 molécules) eifassibn en présence de pectines (~48
molécules) (Tableau 12). Cette constatation estelativiser du fait des écarts-types
importants. Les mesures réalisées en FCS prenagtieiment en compte les molécules
diffusantes, il est possible d’émettre I'hypothgséen présence de pectine ou de pectine et de
calcium, une méme proportion d’'O-PME se fixe a é&tme, entrainant une diminution du
nombre de molécules diffusantes. D’autre partré&sg@nce d’'une proportion de la population
de PME diffusant aux temps longs plus importanteselution de pectines seules qu’en
présence de pectines et de calcium pourrait sgxeti grace a la forte affinité de 'O-PME
pour la pectine. En effet, la détermination dyd&montré que I'O-PME avait une affinité plus
importante pour la pectine dans une solution deimes seule plutdt qu’'en présence de
calcium. Cette forte affinité dans une solution mkctines peut se traduire, soit par une
réduction du temps de re-fixation a la pectinet par un temps de fixation plus long qu’en
présence de pectine et de calcium. Néanmoins,eleps de diffusion different peu d'un
environnement a un autre, ce qui conduit a dedicimefts de diffusion proches. La diffusion
de I'O-PME entre deux fixations ne serait donc pafuencée par la modification de

I'environnement.
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7.2.2.2. Evaluation de I'influence de I'activité B®-PME sur la diffusion

Afin de déterminer I'effet de I'activité de I'O-PMEBEur sa diffusion, I'O-PME a été
inactivée thermiquement. Sa diffusion a ensuitesg¢igie dans les mémes conditions que
pour I'O-PME active. Toutefois, le nombre final dwlécules étant plus faible que celui de
'O-PME active, il est possible que le traitemehérmique ait conduit a une précipitation

d’une partie des protéines.
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Figure 52 : Courbes d'auto-corrélation moyennemabsées obtenues lors de la diffusion
d'O-PME inactivée dans une solution de tampon MES€({t), une solution de pectines
(orange) et dans un gel en formation (rouge).

D’aprés I'observation des courbes moyennes, I'O-ANHEtive aurait un temps de diffusion
plus court lors de sa diffusion en tampon que dassautres environnements (Figure 52).
Cette tendance peut s’expliquer par 'augmentatieria viscosité du milieu en présence de
pectines qui, conformément a I'équation de Stodkestein (équation 7.1.1), diminue le
coefficient de diffusion. A linverse de I'O-PME taee diffusant dans une solution de
pectines, I'O-PME inactive ne présente pas une latipn plus élevée de molécules diffusant

aux temps longs. Le comportement de I'O-PME inactiffere également de celui de I'O-
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PME active par le fait que la proportion de molésulfluorescentes diffusantes reste
semblable quel que soit I'environnement considéebleau 13). Ces observations suggerent
'absence d’interaction entre 'O-PME inactivédapectine.

O-PME inactivée O-PME inactivée

O-PME inactivée MES

pectine pectine Ca

valeur valeur valeur

écart-type écart-type écart-type
moyenne moyenne moyenne

N 34,76 6,00 36,82 5,38 35,70 5,61
a (%) 94,66 3,00 96,88 1,59 96,30 2,66
T4 (MS) 0,10 0,03 0,10 0,02 0,09 0,03
Tp (MS) 52,47 155,16 49,22 54,44 7,41 7,24
(mz?s'l) 25410 7,6110° 2,38.10" 521.10° 2,86.10" 3,06.10"

Tableau 13 : Comparaison des valeurs extraitesal@bes d'auto-corrélation et du
coefficient de diffusion obtenues lors de la diftusde I'O-PME inactivée en solution, en
solution de pectines, en gel en formation.

Les coefficients de diffusion déterminés pour 'OHP active et pour 'O-PME inactive ne
sont pas significativement différents les uns desrea (Tableau 12 et Tableau 13).
Néanmoins ces résultats suggerent que I'O-PME iwreadiffuserait toujours plus rapidement
que I'O-PME active. De plus, la plupart des molésul’O-PME diffusent de la méme facon
dans les différents environnements qu’elles soitives ou inactives. Néanmoins, la
proportion de la population minoritaire de molésutiffusantes tend a augmenter pour I'O-
PME active dans une solution de pectines, de méradegtemps de diffusion la caractérisant.
Cette tendance n’est pas observée pour 'O-PMEtiisx; ce qui laisse penser que ce
phénomene est fortement lié a I'action de I'O-PME.

7.2.2.3. Suivi de la diffusion de 'O-PME dans el gréformé

Le suivi de la diffusion dans un gel préformé alliéa fois le transport de diffusion,
c’est-a-dire le temps que vont mettre les molécdleszyme pour se répartir sur tout le
volume du gel, et l'autodiffusion des moléculess@eux phénomeénes sont simultanés. Le
premier phénomene est mis en évidence par I'éwolutiu nombre de molécules diffusant

librement dans le volume d’observation au coursetops et suivi par FCS (Figure 53) et le

137



second est suivi via la mesure du temps de diffusad le calcul du coefficient

d’autodiffusion.
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Figure 53 : Evolution du nombre de molécules d'OERdiffusant librement dans le volume
d'observation en fonction du temps apres dép8edeyime.

Une augmentation du nombre de molécules dans lemenld’observation est notée
pendant la premiére heure. Le nombre de molécealedabilise entre 80 et 130 minutes et
reste ensuite constant (Figure 53). A 24h, le nendliermolécules mesuré est de 35.

L’évolution du temps de diffusion a été suivie panmidla méme période. La
comparaison des courbes d’auto-corrélation a @iffisrtemps montre une évolution du temps
de diffusion lors des 15 premieres minutes suiVapplication de 'O-PME. Cette évolution
se traduit au niveau du coefficient de diffusiom pan augmentation rapide au cours des 15
premiéres minutes, puis une stabilisation autoutadealeur du coefficient de diffusion de
'O-PME dans le tampon MES : a 24h, le coefficidatdiffusion mesuré est de
1,9.10* mm2.§* (Figure 54).
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Figure 54 : Evolution du coefficient de diffusioa O-PME au cours du temps dans un gel
préformé (rose) et dans le tampon (violet).

Cet effet est probablement di a I'application dedktion d’enzyme sur le gel qui provoque
la formation d’'une interface gel-liquide. Or, ilé& montré pour un gel d’agarose que deux
couches se forment de part et d’autre de I'intexfdau cété liquide, une couche s’établit &
cause de lI'extension des chaines de polyméresisartuune viscosité plus importante que
celle de la phase liquide. Du c6té gel, il a éténtm qu'une couche de porosité moins
importante que le reste du gel se forme et agitnaeran tamis sur les molécules pénétrant
dans le gel (Labilleet al, 2006). La formation de ces deux couches pougassi étre
possible pour les gels de pectines. L'augmentatiocoefficient de diffusion pour 'O-PME
pourrait ainsi étre due au passage de cette cdaotis.

Cet effet pourrait aussi étre dd a I'équilibre staurant entre la PME libre et la PME fixée
dans les premiéres minutes et qui entraverait &rdiffusion libre de la PME.

Pour vérifier cette derniére hypothése, I'effet’detivité de I'O-PME sur sa diffusion en gel
a ete éetudié en observant la diffusion de I'O-PMaéctivée dans le gel préformé.

De la méme facon que pour la PME active, une autatien du nombre de molécules dans le
volume d’observation est constatée (Figure 55).t8fois, cette augmentation est lente. A
24h, le nombre mesuré de molécules diffusantedec29.
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Figure 55 : Evolution du nombre de molécules d'OEFNactive diffusant librement dans le
gel préformé en fonction du temps apres le dépdedeyme.

Le coefficient de diffusion au cours du temps pnéseaussi une évolution similaire a celle
observée pour 'O-PME active (Figure 56). Une augpaigon du coefficient de diffusion est
observée dans les premiers temps apres le déep@ndgme, puis le coefficient se stabilise
autour de la valeur obtenue pour la diffusion @PME inactivée dans le tampon MES. A
24h, le coefficient de diffusion mesuré est de 2(f. mmz2.$". Cette évolution du coefficient
de diffusion est probablement due a la pénétratiesm molécules dans le gel tout comme

décrit précédemment.
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Figure 56 : Evolution du coefficient de diffusioa HO-PME inactivée au cours du temps
dans un gel préformé (losanges) et dans la soltdimpon (carrés).

Par conséquent, mise a part I'augmentation du icomit de diffusion dans les premiers

temps suivant le dép6t de I'O-PME, la diffusiongat préformé présente des caractéristiques
similaires a celles de la diffusion dans les traigres environnements considérés. Les
coefficients de diffusion calculés pour les molésudiffusant librement restent semblables.
Ainsi, aucune influence de I'activité de 'O-PMErsa diffusion n’est mise en évidence dans

un gel préforme.

7.2.3. Diffusion de 'Aa-PME
7.2.3.1. La diffusion de I'Aa-PME dans différentss@onnements

La diffusion de 'Aa-PME est comparée en solutiampon, en solution de pectines et
en gel en formation (pectine - calcium). Le nomtbeemolécules diffusant librement dans le
volume d’observation présente une forte disperdimvaleurs, mais a tendance a augmenter
au cours du temps (Figure 57 a). Les valeurs dapdale diffusion extraites des données
brutes sont aussi tres dispersées et oscillentuadtone valeur moyenne (~0,19 ms) pendant

les 3h d’observation (Figure 57 b).
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Figure 57 : Evolution du nombre de molécules ddfites (a) et du temps de diffusion (b) lors
de la diffusion de I'Aa-PME dans une solution detipe (bleu clair) ou dans un gel en cours
de formation (bleu foncé).

Les courbes d’auto-corrélation obtenues dans #&relnts environnements ont des allures
semblables (Figure 58) et un temps de diffusion-hauateur équivalent, ce qui signifie que la
nature de l'environnement affecte peu la diffusie la PME a une échelle locale. Ces
similarités graphiques sont confirmées par la pnité des valeurs des coefficients de
diffusion obtenues apres traitement des donnéddddia 14).
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Figure 58 : Comparaison des courbes d'auto-coimalabrmalisées de I'Aa-PME diffusant
librement dans le tampon (vert), dans une solud®pectines (bleu clair), dans un gel en
formation (bleu foncé).

Néanmoins, I'Aa-PME dans le tampon semble toujaliffsiser plus rapidement (temps de

diffusion plus court) et en nombre plus élevé qamsdles autres environnements. Ces
phénomenes peuvent s’expliquer par l'interactiotmecta pectine et I'’Aa-PME conduisant a

immobilisation d’une fraction des enzymes, et paugmentation de la viscosité du milieu

conformément a I'équation de Stockes-Einstein (Bgma7.1.1). Ces tendances sont

corroborées par les valeurs N du nombre de molgdifusantes, des temps de diffusiag,

ety et des coefficients de diffusiontfpobtenus apres traitement des données (Tableau 14).
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Aa-PME dans tampon Aa-PME dans solution Aa-PME dans gel en

MES de pectines formation
moyenne écart-type moyenne écart-type moyenne étdype
N 126,43 44,24 109,98 31,69 104,25 22,99
a (%) 94,30 2,31 0,94 0,04 92,64 0,03
T4 (MS) 0,11 0,01 0,20 0,11 0,18 0,08
Tp (MS) 6,33 3,30 46,07 40,17 11,70 8,92
D1q 1,98.10™ 2,61.10" 1,36.10"* 8,55.10° 1,39.10™* 6,34.10°

(mmz.sY)

Tableau 14: Comparaison des parametres de diffasida-PME dans trois

environnements différents.

Ainsi, bien que des orientations se dégagent suplution des coefficients de diffusion d’'un
environnement a l'autre, ces derniers ne sont taEstiqguement peu différents, les écart-

types sur ces valeurs étant trés éleves.

7.2.3.2. Evaluation de I'influence de I'activitérsa diffusion de 'Aa-PME

L’influence de I'activité de I'’'Aa- PME sur sa di§ion a été étudiée de la méme facon

gue pour I'O-PME, en reéalisant des expériences itfasbn similaires avec une enzyme

inactivée thermiquement.
D’aprés I'observation des courbes moyennes, laiglifh de I’Aa-PME inactive en tampon

serait plus rapide (un temps de diffusion plus Yogue dans les autres environnements

(Figure 59). Cette différence est probablement dida différence de viscosité entre les deux

milieux.
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Figure 59 : Comparaison des courbes de corrélatimyennes normalisées obtenues lors de la
diffusion de I'Aa-PME inactivée en tampon (vert),solution de pectines (bleu clair), en
solution de pectines et présence de calcium (loec).

Les valeurs extraites du traitement des courbestafeorrélation ne permettent pas de
différencier la diffusion de I'Aa-PME inactivée dates différents environnements (Tableau
15). Néanmoins, la tendance observée sur les courtmyennes concernant un temps de

diffusion plus court pour la diffusion en solutiampon est confirmeée.

Aa-PMEi dans tampor Aa-PMEi dans Aa-PMEi dans un gel

MES solution de pectines en formation
moyenne écart-type moyenne écart-type moyenne écart-type
N 116,69 51,57 102,65 9,87 98,87 11,59
a (%) 91,88 4,56 93,62 2,44 93,03 2,25
T4 (MS) 3,97 15,23 8,96 6,21 8,42 6,03
T (MS) 0,10 0,08 0,15 0,04 0,11 0,04
(mrl?;ds'l) 2,35.10" 7,26.10° 1,62.10* 4,32.10° 2,18.10" 6,45.10”

Tableau 15 : Comparaison des données moyennesuebtpour la diffusion de I'Aa-PME
inactivée en tampon, en solution de pectines et dargel en cours de formation.
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Les coefficients de diffusion obtenus pour I'’Aa-PNiactive ont été comparées a ceux
de I'Aa-PME active : aucune différence significativ’est constatée. Mais globalement, I'Aa-
PME inactivée (Tableau 15) tend a présenter urficaaft de diffusion supérieur a I'Aa-PME
active (Tableau 14) a la fois en tampon, en saluti@ pectines, et en gel en formation.

Cette orientation parait assez inattendue. En, dfieactivation de la PME a conduit a une
modification de sa structure engendrant une augatientdu rayon hydrodynamique de la
protéine. Par conséquent, si I'on considere laioglade Stockes-Einstein, le coefficient de
diffusion mesuré devrait diminuer, ce qui n'est p@msas ici. L’augmentation du coefficient
de diffusion pourrait étre due au fait que I'ingation de la PME diminue les interactions

possibles avec la pectine.

7.2.3.3. Diffusion de I'Aa-PME en gel préformé

La diffusion de I'’'Aa-PME est suivie au cours du papapres le dépbt d’'une solution
d’enzyme a la surface du gel. Tout comme dans $edsm|'O-PME, un phénoméne de
transport de diffusion est observé lors de l'amive I'’Aa-PME dans la zone d’observation.
Le nombre de molécules diffusant dans le voluméskovation augmente au cours du temps
(Figure 60). Celui-ci se stabilise autour de 250,net 24h aprés I'application de la solution
d’Aa-PME, il se situe aux alentours de 64 molécdkass le volume de détection.
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Figure 60 : Evolution du nombre de molécules ddftsdans le volume d'observation lors de
la diffusion de I'Aa-PME active dans un gel de pexs préformée.

Le coefficient de diffusion évolue en fonction dedurée écoulée aprés le temps de dépét. Il a

tendance a diminuer au cours du temps. Cette éwoldu coefficient de diffusion de I'Aa-
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PME au cours du temps présente donc une alluréréliffe de celle obtenue pour la diffusion
de I'O-PME (Figure 61).
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Figure 61 : Evolution du coefficient de diffusion eours du temps lors de la diffusion de
I'Aa-PME dans un gel de pectines préformé (blewanparaison avec le coefficient de
diffusion obtenu en tampon MES (vert).

A la différence du comportement observé pour 'OENMne diminution du coefficient de
diffusion de I'’Aa-PME intervient dans les premi¢esnps suivant le dépot de 'enzyme pour
ensuite approcher la valeur du coefficient de difin dans le tampon : 24h apres le dépét, le
coefficient de diffusion moyen est de 1,8*1@m2.s".

Ainsi la diffusion de 'Aa-PME a tendance a étréuancée par le gel dans les premiers temps
apres le dépot de I'enzyme.

L’effet de I'activité sur la diffusion de I'Aa-PME& aussi été étudié grace a I'étude de
'Aa-PME inactivée. Tout comme I'Aa-PME active, lmesure de la diffusion locale
s’effectue en méme temps que la mise en placegtaglient de concentration dans le gel. Le
nombre de molécules d’Aa-PME augmente au coursmips plus rapidement que dans le cas
de I'Aa-PME active (Figure 62).

147



=

a3
H=

o B0 100 150 200 250 300

Temps (min) Temps (min)

Figure 62 : Evolution du nombre de molécules ddhtsdans le gel préformé lors de la
diffusion de I'Aa-PME inactivée.

Le nombre maximal de molécules est atteint a pdei250 minutes apres quoi il se
stabilise autour de 73 molécules dans le volumbs#ovation. En revanche, aucune tendance
particuliere n’émerge pour I'évolution du coeffistede diffusion au cours du temps: il
oscille autour de la valeur obtenue dans le tamgtoraprés 24h de migration, est mesuré
autour de 1,74. Ibmm2.s'(Figure 63).
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Figure 63 : Evolution du coefficient de diffusion eours de la migration de I'Aa-PME
inactivée au cours du temps dans un gel préforaré@érbleus) et comparaison avec le
coefficient de diffusion obtenu dans le tamponrgarerts).
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Ces résultats prouvent que l'activité de I'Aa-PMHftuence pas le comportement de
diffusion de 'Aa-PME en gel. L’évolution du coeffent de diffusion de I'Aa-PME au cours
du temps a tendance a diminuer dans la premieres tegues le dépbt de I'enzyme tandis
gu’une augmentation est notée pour 'O-PME. D’aptret, le nombre de molécules diffusant
dans le volume d’observation atteint un plateas pdyidement pour 'O-PME que pour I'Aa-
PME.

De plus, linactivation de I'Aa-PME ou de I'O-PMEtandance a augmenter leur coefficient
de diffusion. Cette tendance soutient I'hypothése bactivité des enzymes influe sur leur
diffusion en la ralentissant. D’autre part, lesftioents de diffusion déterminés sont tous du
méme ordre de grandeur @.10* mm2.s') pour les deux enzymes et dans les différents
environnements considéres, seules des tendancgsuo@ire observées. Cela suggéere que
'étude de la diffusion a cette échelle est tropale et les durées d’acquisition trop faibles
pour pouvoir observer des comportements de diffusantrastés. Une échelle de taille et de

temps supérieure a donc été adoptée pour la suite travail.
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7.3. Etude de la diffusion a une échelle intermédia

L’emploi de la FRAP (Fluorescence Recovery Afteofbleaching) sur les mémes
systemes a permis d’effectuer des mesures sur dedles de temps et de longueur plus
importantes.

Afin d’obtenir un signal suffisant pour exploiteesl courbes de retour d’'intensité de la
fluorescence, les concentrations en O-PME et erPM& marquées au FITC ont été
augmentées. Elles ont été multipliées par 10 et Z@arpour I'Aa-PME et I'O-PME
respectivement.

Les mesures sont effectuées dans les mémes emsnemts qu’'en FCS : en solution de
pectines et en gel en formation, en gel préforne bhesure de référence correspondant a la
diffusion libre de l'enzyme est aussi réalisée ddestampon MES (10 mmold).
L’exploitation des données est effectuée par coamigain graphique des courbes moyennes et
par calcul du coefficient d’autodiffusion moyen arfr des ajustements des différentes
acquisitions. Par ailleurs, le temps de diffusiog) €t le taux de retour de fluorescence a
l'infini (F o) ont aussi été reportés dans les tableaux.

Par ailleurs, il a été noté un ralentissement dkffasion au voisinage de la lamelle. Plusieurs
distances du point d’observation a la lamelle déttéstées (3, 5, et 10 um). La diminution du
coefficient a I'approche de la lamelle est probatdat due a une interaction indésirable des
PME avec cette derniere. Néanmoins, la décroissamuartante du signal avec I'éloignement
par rapport a la lamelle a conduit a effectueelg®riences a 3um de la lamelle.

7.3.1. Etude de la diffusion de I'O-PME
7.3.1.1. Comparaison des trois environnements

La diffusion de 'O-PME a été étudiée en tamponselution de pectines et dans un

gel en cours de formation (Figure 64).
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Figure 64: Comparaison des courbes normaliséestderrde fluorescence pour la diffusion
de I'O-PME dans le tampon (violet), dans une sotutie pectines (orange), dans un gel en
cours de formation (rouge).

Comme le montre la figure 64, les données obtepaesla diffusion de I'O-PME en solution
sont trés dispersées et ne permettent pas degiistimettement la diffusion en solution de la

diffusion en gel en formation.

Tampon Solution de pectines Gel en formation Gel
préformé

moyenne écart-type moyenne écart-type moyenne €écart-type

4 (S) 17,11 0,81 9,00 1,70 6,00 1,75 9,10
Fo 0,96 0,00 0,96 0,00 0,94 0,01 098
D (um®s?) 0,40 0,02 1,05 0,24 1,32 0,38 0,82

Tableau 16: Comparaison des caractéristiques fiesidih obtenues suite a la diffusion de
I'O-PME en tampon, dans une solution de pectinemes un gel en cours de formation.

Les données extraites a partir des courbes derreteula fluorescence confirment les
tendances observées graphiqguement (Tableau 1&igrinentation du coefficient de diffusion
en présence de pectine pourrait s’expliquer pamdimeution de l'interaction entre la lamelle
et I'enzyme. Les analyses des courbes de reouér flisorescence de 'O-PME en solution de

pectine ou dans un gel en formation conduisentsacdefficient de diffusion similaire. La
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diffusion de I'O-PME dans un gel préformé n’a élisée que sur un seul échantillon par
conséqguent ; aucun écart-type n’est disponible tefois, il est possible de noter que I'O-
PME diffuse plus lentement que dans un gel en foamau en solution de pectine.

7.3.1.2. Influence de l'activité sur la diffusion

L’influence de l'activité de 'O-PME sur sa diffus1 a été évaluée en réalisant un
suivi de diffusion de I'enzyme inactivée dans lepmn et dans la solution de pectines (Figure
65).
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Figure 65 : Comparaison des courbes normaliséesetder de fluorescence normalisées

obtenues lors de la diffusion de I'O-PME inactigéas le tampon (violet), dans une solution
de pectines (orange) et dans un gel en formataug@).

Les courbes de retour de la fluorescence de I'epzgans le tampon et dans la pectine sont
pratiguement superposées. La différence de diffusidre les deux environnements doit donc

étre faible.
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Tampon Solution de pectines Gel en formation
moyenne écart-type moyenne écart-type moyenne écart-type

74 (S) 9,06 3,83 2,88 1,20 6,19 1,13
Fo 0,95 0,00 0,98 0,01 0,95 0,02
D (um?s?) 0,98 0,41 3,01 1,11 1,22 0,22

Tableau 17 : Comparaison des caractéristiquesfliession obtenues lors de la diffusion de la
PME inactivée dans le tampon et dans une soluggpedtines.

La similarité des courbes de retour se retrouves das coefficients de diffusion
calculés (Tableau 17). La légere différence emsecbefficients de diffusion de I'enzyme en
présence de pectines et en solution tampon peutiéra une interaction indésirable de I'O-
PME avec la lamelle : la présence des pectinesg@iolimiter cette interaction et conduire a
un coefficient de diffusion supérieur. D’'autre pdes coefficients obtenus pour I'O-PME
active sont plus faibles que ceux mesurés avedPME inactive dans une solution de
pectines (tableaux 16 et 17). Cet écart n’est yikible lors du suivi de diffusion en présence

de calcium.

Comme pour les résultats obtenus en FCS, il edildesde conclure que I'O-PME
active a tendance a diffuser moins rapidement gdME inactive, ce qui laisse supposer

un effet de 'activité sur la diffusion de I'O-PME.

7.3.2. Etude de la diffusion de 'Aa-PME
7.3.2.1. Comparaison des trois environnements

Tout comme pour 'O-PME, la diffusion de I'Aa-PME é&té suivie dans les trois
environnements suivants : en tampon, dans unei@olale pectines et dans un gel en
formation. Dans un premier temps, les courbes trirele la fluorescence de 'enzyme dans

les trois environnements ont été comparées (Figiiyre
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Figure 66 : Comparaison des courbes normaliséesetdeir de fluorescence normalisées
obtenues lors de la diffusion de I'Aa-PME danstagon (vert), dans une solution de pectines
(bleu clair), dans un gel en formation (bleu foncé)

Les courbes de retour de la fluorescence concetaatitfusion de I'Aa-PME en tampon et
dans une solution de pectine sont proches. La eoconcernant la diffusion de I'enzyme
dans un gel en formation met en évidence un retedluorescence plus long par rapport aux

deux autres environnements.

Tampon Solution de pectines Gel en formation

moyenne écart-type moyenne écart-type moyenne écart-type
74 (S) 0,89 0,08 0,71 0,09 1,67 0,37
Fo 0,96 0,01 0,98 0,00 0,97 0,01

D (um®s) 8,52 0,81 10,36 1,27 4,58 1,00

Tableau 18: Comparaison des coefficients de didfusbtenus pour 'Aa-PME dans différents
environnements.

Les valeurs de coefficients de diffusion extraitkss analyses confirment les tendances
observées sur les courbes de retour de fluores¢€abéeau 18). Les coefficients de diffusion

de 'Aa-PME dans une solution tampon et en préseecpectines sont proches et plus élevé
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gue des le gel en formation : la diffusion de I\ame dans une solution de pectines est donc
plus rapide que dans un gel en formation.

7.3.2.2. Influence de l'activité sur la diffusion.

L'influence de l'activité de 'Aa-PME sur sa diffios a été évaluée en réalisant une

série d’expériences avec la PME inactivée (Figiie 6
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Figure 67 : Comparaison des courbes normaliséestaler de fluorescence obtenues lors de
la diffusion de I'Aa-PME inactivée dans le tampwerf), dans une solution de pectines (bleu
clair) et dans un gel en formation (bleu foncé).

Les courbes de retour de fluorescence apparaipsecties compte tenu de la dispersion des

points, quel que soit I'environnement considére.
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Tampon Solution de pectines Gel en formation
moyenne écart-type moyenne écart-type moyenne écart-type

74 (S) 0,69 0,20 0,59 0,00 1,41 0,02
Fo 0,96 0,01 0,97 0,02 0,97 0,01
D (um?sh) 11,74 3,62 12,62 0,13 5,17 0,07

Tableau 19 : Comparaison des caractéristiques diffuaion de I'Aa-PME inactivée dans
trois environnements.

Les valeurs extraites des courbes de retour destigence montrent cependant une différence
de diffusion entre les trois environnements consslgTableau 19). L’Aa-PME inactive
diffuse a des vitesses similaires dans le tampola sblution de pectines. Par contre, la
diffusion dans un gel en formation est plus leftette évolution des coefficients de diffusion
est semblable a celle observée dans le cas dePIMia-active. Toutefois, les coefficients de
diffusion mesurés pour la PME inactive tendentra 8tupérieurs a ceux de la PME active.

L’activité ralentirait donc la diffusion de I'’Aa-PHI

7.3.2.3. Diffusion de 'Aa-PME en gel préformé

La diffusion de I'Aa-PME a été suivie en gel préhgr pendant plusieurs heures.
D’aprés un suivi de la diffusion des PME a travergel par une expérience de Time Lapse
en microscopie confocale, il a été montré précédemirque la PME fongique est répartie
dans la totalité du volume de gel préformé aprée802frésultats non décrits dans le
manuscrit). L’influence de I'activité sur la diffiem de la PME a été évaluée en déterminant
le coefficient de diffusion 4h aprés le dépbdt den¥yme sur le gel. La comparaison des
courbes de retour de fluorescence montre que I'M& Rctive diffuse plus rapidement que

'enzyme inactive (figure 68), ce qui est contraitex observations faites en gel en formation.
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Figure 68 : Comparaison des courbes normaliséestoler de fluorescence obtenues lors
d’expérience réalisées apres 4h de diffusion da-PME active (symboles pleins) et inactive
(symboles vides) dans un gel de pectine préformé.

Les coefficient de diffusion mesurés pour les PMttvas et inactives confirment les

observations graphiques (Tableau 20).

Aa-PME active Aa-PME inactive
moyenne écart-type moyenne eécart-type
14 (S) 0,34 0,01 0,81 0,09
Fo 0,99 0,00 0,98 0,00
D (um®sh) 21,69 0,63 9,14 1,06

Tableau 20 : Comparaison des caractéristiques difflaion de I'Aa-PME active et inactive
dans un gel de pectine préforme

Cette différence de diffusion peut étre due a laiffzation de la structure du gel par I'Aa-
PME. Ces modifications pourraient faciliter la ddéfon de I'enzyme dans le gel via la
creation de chemins de diffusion préférentiels. Eomparaison avec les autres
environnements, la PME inactivée présente un coeffi de diffusion plutét proche de celui
obtenu pour la diffusion en solution de pectine®atPME active quant a elle diffuse de
facon plus rapide en gel préformé que dans leesa@nvironnements considéreés. Il serait

intéressant de réaliser un suivi de la diffusio a-PME active pendant un temps plus long
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dans un gel en formation pour déterminer s’il esdgible de retrouver des coefficients de
diffusion proche de ceux observé dans un gel pmédor

De plus, les coefficients de diffusion observé&BAP (1umz2.3 = 10° mmz2.s") sont

inférieurs aux coefficients déterminés en FCS*(@n2.sY). Cette modification peut étre liée
a la difféerence de concentration employé entreléesx techniques. Il est aussi possible que
cette diminution soit en partie due a I'interactarec la lamelle. D’autre part, I'observation
de la diffusion en FRAP met en évidence des diffées de comportement de diffusion
marquées entre I'’Aa-PME et 'O-PME ainsi que podaiPME dans les différents
environnements considérés. La FRAP constitue dortzaplement la technique qui sera la
plus adaptée pour mettre en évidence les difféeedeeomportements de '’Aa-PME et I'O-

PME entre les différents environnements.
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7.4. Etude macroscopique de la diffusion des PME da un gel de pectines

La diffusion globale des PME a été étudiée sugtds préformés suite a leur dépbt au
sommet du gel comme décrit au 8 2.2.9.4. Aprésauus essais infructueux avec différentes
meéthodes, la présence des PME en différents pdintgel a finalement été mise en évidence
indirectement en suivant leur effet sur le DM résidet le DBabs de la pectine, et
directement en déterminant le nombre moyen de mla@géa différents endroits du gel en
FCS.

7.4.1. Caractérisation de I'activité des PME

Des gels de pectines ont été préparés dans un roglindrique. Aprés démoulage,
'une ou l'autre des PME a été déposée a sa sudatmurs migrations ont été évaluées en
tranchant les gels et en caractérisant les pectlars chacune des tranches. A partir de la
masse des tranches de gel, il est possible de temleur épaisseur grace a la formule

m

Formule 7.4.1 1 : (72 xmx p)

ou
m  est la masse de la tranche en kg

r est le rayon du moule en m

# est la masse volumique de la pectine 1012 RKg.m
Les épaisseurs obtenues pour chaque tranche somdéms pour pouvoir représenter le DM
et DBabs des pectines en fonction de I'éloigneraentoint de dép6t de I'enzyme.
La présence de la PME sera notée par une modificates DM et DBabs observée par
rapport aux DM et DBabs initiaux. La distance parce correspond donc a la distance a
laquelle les valeurs initiales de DM et DBabs gsetitouvées, respectivement 46 % et 16%.
Pour I'Aa-PME, la migration s’effectue sur 6,5 mpres 6h et 10 mm apres 24h (Figure 69).
D’aprés ces distances, il est possible de calaulervitesse de migration : pour 6h, la vitesse
calculée est de 1,1 mnifet, entre 6 et 24 h de migration, la vitesse d¢éécast de 0,4 mmi.h

! Un ralentissement de migration intervient doncauwrs du temps.
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Figure 69 : Evolution du DM (carrés) et du DBalusédnge) de la pectine lors de la diffusion
de I'Aa-PME dans un gel de pectines.

Pour I'O-PME, la migration s’effectue difféeremme(Figure 70). La comparaison des
modifications de la pectine apres 6 et 24h de magrade I'O-PME présente peu de
différences : la distance de migration est sensibte la méme pour 6 et 24h (Figure 70).

L’O-PME migre trés peu.
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Figure 70 : Evolution du DM (carrés) et du DBalusg@nges) lors de la migration de I'O-PME
pendant 6 et 24h.

Les comportements de migration observes pour I'G=RM I'Aa-PME peuvent étre
reliés a leurs modes d’action respectifs ainsi dglias rélesn planta Le role de I'O-PME est
de modifier les pectines dans la paroi au voisindgela cellule sécrétrice, ce qui peut
expliquer ses faibles capacités de migration. lle d& I'’Aa-PME est de préparer les parois
végeétales a leur dégradation pour permettre liiovasle la plante par le champignon. Par
conséquent, son efficacité est améliorée lorsquedportion de pectines dé-méthylées dans
la paroi augmente. L’Aa-PME doit donc présenter piepriétés de migration importantes.
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Les deux PME présentant des comportements de migsatlifférents, il est possible de
caractériser la diffusion des enzymes en calcuéanoefficient de diffusion mutuel (§ 7.4.2).
Pour cela, il faut pouvoir quantifier chagque PMHttau long de sa migration dans le gel.

7.4.2. Transport par diffusion des PME dans un geale pectine

7.4.2.1. Le transport par diffusion

Le transport par diffusion peut étre défini comnre mode de transport passif qui
intervient en I'absence de mouvement d’ensemblev@ction) et qui est di a la présence
d'une inhomogénéité dans le milieu (température,nceatration...). Au niveau
microscopique, le transport par diffusion résubé@uement des mouvements browniens. Son
effet tend a rendre le milieu uniforme vis-a-vis ldehomogénéité. C’est un processus de
retour a [I'équilibre thermodynamique. Le transpguar diffusion est différent de
lautodiffusion définie précédemment comme la diftn dans un systeme
thermodynamiquement homogéne. L'important pour atareser I'efficacité du phénomene
de diffusion est la valeur du coefficient de difeus D, ici appelé coefficient de diffusion
mutuel. Pour mesurer D, un protocole possible cbmsi injecter hparticules a t = 0 au
sommet d’un cylindre.

Devant un probléme de diffusion, pour calculerl2st possible de passer par I'établissement
et la résolution de la seconde loi de Fick ou égonale diffusion issue de I'association de la

premiére loi de Fick avec une équation de conservale la matiére.

=D (azna 02na 62na)

Equation 7.4.2 1: 02 oy | 02

Gt

ou
Ny le nombre de molécules par unité de volume
X, Y, Z les directions considérées de la diffasio
D le coefficient de diffusion
t le temps
La seconde loi de Fick relie la fagon dont variedacentration (C) en un poing &n fonction

dng g
du temps, 3t " a la fagon dont varie la pent@x * (gradient de concentration) a un temps
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donné en fonction de la distanc zrf. Afin de resoudre cette équation, la situation de

diffusion doit étre précisée. Deux situations smmtsidérées (Figure 71).

Distance de
migration

Distance de
migration

Distance de Distance de
migration migration

Figure 71 : Schéma représentant deux situatiomsfision en régime stationnaire (A) et en
régime transitoire (B).

ﬂnﬂ)
Dans la situation A, le gradient de concentratici¥ / ou la pente considérée entre deux

positions (x) ne varie pas avec X, ce qui, d’apeedeuxieme loi de Fick, entraine que la
concentration reste identique en fonction du tersst ce qui se passe en tout point a tout
instant en régime permanent : autant de molécuiesre et sortent & chaque point considére.
La quantité de molécules diffusantes ne dépend ajloe de la position. Sa variation peut étre
représentée par une droite. Dans cette situatoptdmiere loi de Fick suffit pour dresser le

bilan de la diffusion.
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Equation 7.4.2 11 : dx

ou

J est le courant volumique de particules (n9l.s
A est l'aire traversée par le flux de molécule8)(m
D est le coefficient de diffusion (m?)s

na est la concentration (mol:H

x est la distance de migration (m)

dn g
“dx estle gradient de concentration le long de laxe

Le signe négatif de cette loi indigue que le courd@a molécules s’effectue des fortes
concentrations vers les faibles concentrationsteCleti traduit le lien entre le courant
volumique de particules et le gradient de concéntra

Dans la situation B, le nombre de molécules dégeladfois de la distance de migration et du
temps : la pente entrg gt % est plus importante que celle entgeek x. De plus, ces pentes
tendent a étre de moins en moins négatives au doutesmps. Ce régime est transitoire et est
décrit par la seconde loi de Fick.

Dans le cas d'une diffusion monodirectionelle, liaon 7.4.2 | se simplifie en équation
7.4.2 1.

: ) O — 0%
Equation 7.4.2 Il : 5% -0 o

Cette équation représente la variation de condamran un point donné en fonction du
temps. Cette situation correspond a la situatiggéamentale : i particules sont injectées a t
= 0 au sommet d’'un cylindre. Puis, ces particulggisent dans le milieu, et lorsque la
distance au point de dépot est suffisamment imptatde nombre de particules est nul. On
considére que le nombre de particules tend versvér de temps. Ces parametres

expérimentaux peuvent se traduire par les conditiitiales aux limites suivantes :

Equation 7.4.21V: Na(x,0)=0
No=j Na(x t)dx
0
Na (wo,t) =0
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Dans le cas ou I'on considére que le transporfexafe dans une seule direction et que le
coefficient de diffusion reste constant, il estgibke de résoudre analytiquement I'équation de
la diffusion.

Equation 7.4.2 V : VrDt

Ou
N, nombre de molécules

No nombre de molécules initialement déposées

X distance au point de dépét de I'enzyme en mm
D coefficient de diffusion en mmz.tenips
t temps.

7.4.2.2. La diffusion moléculaire en gel

Le transport de soluté a I'intérieur de I'hydrogekrvient dans les régions emplies de
solvant dans les espaces limités par les chainpsldmeres (mailles). Les différents facteurs
réduisant la taille de ces espaces ont une infRisoc les mouvements du soluté : rapport
taille du soluté - taille des mailles, mobilité ddwmines de polymere, interactions polymére-
soluté. De nombreux modéles théoriques ont étélaldyés pour expliquer la diffusion d’'un
soluté dans un hydrogel a partir des théories dabffiasion dans les solutions de polymeéres
(Amsden, 1998; Masaro & Zhu, 1999a). D’'un pointwie expérimental, I'approche de la
diffusion par la seconde loi de Fick a été utilipéeir modéliser et extraire le coefficient de
diffusion lors de la diffusion de petites moléculesmme le glucose dans un gel de
carraghénanes (Johansson & Lofroth, 1991) ou deipes dans un gel d’amidon (Leloap
al., 1990).

7.4.2.3. Application a la diffusion des PME danggehde pectines

La diffusion des PME dans un gel de pectines peeatapprochée par la seconde loi de
Fick. Le systeme expérimental correspond a la siiffu d'une quantité de PME fixe en
fonction du temps selon une direction donnée ([igll). Pour pouvoir employer la solution
de I'équation de diffusion, les conditions suivanti@ivernt étre respectées :
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- At =0, quelle que soit la distance de migratbomsidérée, le nombre de molécules
est nul.

- Le nombre de molécules déposées sur le gel pamesa la totalité des molécules
contenues dans le volume sur la distance de mogratnsidérée.

- Pour une distance de migration infinie, le homiieemolécules est nul. D’aprés les
expeériences préalables, le temps de migration cheigpermet pas a la PME de diffuser
jusqu’aux limites de la zone de gel considérée.

Grace au suivi de la présence de la PN&Eson action sur les pectines, il a été montré
que seule I'Aa-PME présentait une migration sigaifive au cours du temps. La
caractérisation de la diffusion moléculaire a dét&réalisée uniquement pour la migration de
I'Aa-PME (Figure 72).

Temps
Oh  6h 24h
Gel Aa-PME {
calcique Diffusion
de pectine

Figure 72 : Schéma de la diffusion de I'Aa-PME damgel de pectines.

Plusieurs techniques ont été testées pour détartrénelution de la concentration en
PME lors de sa migration dans le gel Méthodes). La technique retenue est la FCS.
Les expériences de migration ont donc éteé effestagec la PME marquée au FITC.
L’Aa-PME est déposée sur un gel de pectines oudéfilese pendant 6h. Le gel est ensuite
tranché. Sur chacune des tranches, le nombre decated diffusantes est déterminé en FCS.
La comparaison de la diffusion de la PME activecale PME inactive a été réalisée en
utilisant une PME inactivée a 70°C pendant 10 neisuDans un premier temps, toutes les
données obtenues ont permis de tracer I'évolutefadconcentration en enzyme en fonction

de la distance de migration (Figure 73).
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Figure 73 : Evolution de la concentration en famretilu temps lors de la migration de I'Aa-
PME active (bleu foncé) et inactivée (bleu clair).

Qualitativement, le comportement observé pour leaxdenzymes active et inactive est
typique d’'un phénomene de diffusion en cours (Fgr2). Les deux séries de données ne
sont pas graphiguement distinctes.

Le signal considéré pour la modélisation de laugdifin doit étre supérieur au signal donné
par le gel seul. Il définit une valeur seuil potiieetuer la modélisation. L’Aa-PME active
atteint cette valeur pour une distance de migradi®i®,3 mm tandis que I'Aa-PME inactivée
l'atteint & 8,5 mm. La distance déterminée ici @dre interprétée avec précaution car elle est
déterminée a la limite de détection de la méthbidanmoins, la distance observée pour I'Aa-
PME active est proche de celle observée dans Ifeqpe précédente. La distance de
migration de I’Aa-PME inactivée tend a étre plugportante. L’'écart-type pour les distances

de migration est évalué a 0,1 mm.

Pour extraire le coefficient de diffusion de cesies, il faut rendre accessible le coefficient
de diffusion issu de la solution de I'équation diéudion donnée par I'équation 7.4.2.V en

prenant le logarithme de la concentration :
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X2

4Dt

Equation 7.4.2VI: In N, = In N, - % In 7Dt -

En tracant I'évolution du nombre de molécules egatdhme en fonction du carré de la
distance de migration, une droite affine est obteme coefficient directeur (Figure 74 et

75). Par identification, il est possible d’écrire :

Equation 7.4.2 VII : a = —

Le mélange des deux séries de données conduitxdnd@ges de points non distincts I'un de
lautre. Afin d’exploiter au mieux les différentedpétitions réalisées, chacune des répétitions
a été mise sous la forme In(N) en fonction du caeéla distance au point de dép6t de
'enzyme inactive (Figure 74) et active (Figure.75)

4 Ln(N) Répétition A La(N) Répétition B
8
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Figure 74 : Variation du nombre de molécules ertion de la distance au point de dépot
pour I'Aa-PME inactivée.
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Figure 75 : Variation du nombre de molécules ertion de la distance au point de dép6t
pour I'Aa-PME active.

Les données de chaque série semblent compatibéesuane loi linéaire. Néanmoins,
'observation des coefficients de corrélation linéaR2) met en évidence des écarts par
rapport a la droite de régression qui peuvent @arfois notables. Mais il est important de
noter que les coefficients de régression des sémgisiduelles sont meilleurs que ceux
obtenus pour I'ensemble des données. Cette démpecheet aussi d’éviter les biais pouvant
étre engendrés par la premiere tranche. En effégnsmixe les données, deux séries avec
une pente proche, mais des points de départ dif@@nduiront & une augmentation de la
dispersion des valeurs.

Le calcul du coefficient de diffusion a été réalgsépartir des coefficients directeurs des
différentes répétitions ainsi que de I'équation.Z.M, les résultats sont donnés dans le
tableau 20.
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Aa-PME inactive Aa-PME active

Répétitions D en mm2.s Répétitions D en mm2.3
A (1,96 +/-0,15). 10 E (1,68 +/- 0,35). 10
B (2,40 +/- 0,75). 18 F (2,30 +/- 0,10). 19
C (1,45 +/- 0,29). 18 G (1,83 +/-0,35). 10
D (2,98 +/- 0,65). 18 H (1,51 +/- 4,46). 18

Tableau 21 : Comparaison des coefficients de ddfusbtenus pour les différentes
expériences de diffusion de 'Aa-PME-FITC inacteteactive dans un gel de pectines.

Les valeurs de coefficients obtenues sont situéee &,45 et 2,98. 1dbmm2.§' (Tableau 20).
Les deux répétitions avec le meilleur coefficiemt cbrrélation (A et C pour I'Aa-PME
inactive et E et G pour I'Aa-PME active), permettde calculer un coefficient de diffusion
moyen de 1,75.1bmm2.s" pour I'Aa-PME inactive et de 1,70.fanm2.s* pour I'Aa-PME
inactive.

Ces résultats ne permettent pas de conclure aifiéeedce significative entre la diffusion de
la PME active et celle de la PME inactive dans elnpgéformé. Néamoins, les coefficients de
diffusion rencontrés sont du méme ordre de grangeeirceux déterminés en FCS. Il est aussi
possible de noter que les coefficients de diffusidmenus pour les différentes méthodes
considérées sont de I'ordre de grandeur de lagiéffudans un liquide (10mmz.s' = 10%

m2.s%)
7.4.2.4. Approximations de la modélisation de féudion moléculaire

Dans cette étude, la seconde loi de Fick a étsadilpour extraire les coefficients de
diffusion de 'Aa-PME active et inactive. Les conadins d’applications de cette loi sont
respectées par I'état initial du systéme.

Plusieurs conditions doivent étre remplies pounetre I'application de la loi de Fick :
- Cette loi est applicable pour un milieu homogenisotrope.
Les gels sont, par définition, des milieux hétérmgea cause de la présence de
parties solides définissant les mailles. Mais #ent étre considérés comme
homogenes si, a I'échelle microscopique, les caratiques géometriques de ces
pores sont les mémes. Toutefois, I'action de la R}&ere de nouvelles zones de

jonction et modifie ainsi la taille des pores. lcésultats précédents ont montré que
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I'action de I'enzyme et la modification de son @ominement par son action n’ont
pas mis en évidence de réelle évolution entre lemnon structuré et structuré.
L’influence de la modification des mailles par IMP pourrait étre évaluée de

facon plus précise en déterminant leur taille aediaipres I'action de I'enzyme.

- Cette loi s’applique en I'absence d’interactiofisctrostatiques entre la
molécule diffusante et son environnement. Cetteditiom est remplie a I'état initial
du systeme. En effet, le gel de pectines et latisolwl’enzymes sont réalisées toutes
deux dans un tampon MES dont la concentration meolast supérieure a la
concentration de I'enzyme. La force ionique ne déipeas de la présence de I'enzyme
dans un premier temps. Mais I'action de la PME gémkes protons qui modifient la
force ionique. Aprés 6h, le pH d'un gel de pectiaeété mesuré, la partie du gel
contenant la PME présente un pH de l'ordre de 6l& mste du gel est situé autour de
5,8. Cette condition n’est donc plus remplie. Lidissement de ce gradient n’a pas été

pris en compte dans cette étude.
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Discussion générale







8. Discussion générale

Lors de ce travail, nous avons tenté de donneré&@ments d’explications aux
comportements différents de I'Aa-PME et de I'O-PMEans un systeme en cours de
gélification. La modification de la structure deervironnement direct de I'enzyme,
contraignant le comportement de celle-ci, a étéssheomme hypothese de départ.

Afin de comprendre I'impact de la structuration miieu sur le comportement de I'enzyme,
trois systemes de différentes structures ont étpeaces :

Solution de pectines

Gel en cours de formation

Gel préformé
D’une part, le mode d’action des PME a été carmet@tans une solution de pectines et dans
un gel en cours de formation. D’autre part, poualdsr I'impact de la structure, nous nous
sommes plus particulierement intéressés a la diffiudes PME dans les trois environnements

cités précédement.

8.1. Influence de I'environnement sur le comportemd de I'O-PME

Les PME végétales sont connues pour étre des eszgroeessives, qui introduisent
des blocs de GalA libres dans les régions homotyatatanes (Catoiret al, 1998; Daast
al., 1999; Willatset al, 2001; Ralet & Thibault, 2002). La majorité desriks exprimant
plusieurs PME, le degré de processivité dépendsiddrme considérée (Catoiet al, 1998;
Goldberget al, 2001; Kimet al, 2005). D’'autre part, le mode d’action des PMEétakps
suit généralement un mécanisme simple chaine, sdldixent sur la chaine et dé-estérifient
jusqu'a rencontrer la fin de la chaine ou une $fimgc conduisant a la dissociation du
complexe enzyme-substrat. Le mode d’action et sstantes catalytigues des PME sont
sensibles a plusieurs parametres :

- Les variations de pH (basique a acide) peuverdifiro le mode d’action selon
I'origine et l'isoforme de la PME considérée. Pante, chez la pomme, cette
diminution de pH conduirait également d’'un mécamseimple chaine a un
mécanisme multiples chaines (Deeésl, 2000). Dans le cas de la PME d’orange
considérée dans cette étude, le passage d'un piHuba&’,5) vers un pH plus
acide (4,5) conduit a une diminution du degré degssivité de 'O-PME et par

conséquent a une diminution de la taille des blGesneroret al, 2008).
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- Une diminution de la taille des blocs de GalAelids a été constatée dans cette
étude lorsque I'action de I'O-PME a lieu en présede calcium, ce qui est en
accord avec les travaux précédents (Slagbwal, 2009; Vincentet al, 2009).
D’autre part, il a aussi été montré que l'affirdig la PME pour la pectine chute en
présence d’'une certaine proportion de calcium enrdcavec la littérature (Naet
al.,, 1991), tandis que la vitesse maximale de réadimmente. Ces effets sont
respectivement dus a la compétition entre le calcat la PME pour les sites
présentant des GalA libres sur la pectine et pairfanution de l'inhibition de la
PME par les GalA libres.

- Le degré de méthylation initial de la pectineluefaussi sur le mode d’action.
Dans le cas de I'O-PME il a été montré que pluDM initial était bas plus la
taille des blocs générée était faible (Tanhatarstla®t al, 2011). Selon les
conditions expérimentales et I'isoforme considéiafinité des PME végétales
pour la pectine est augmentée ou diminuée lorsg M est modifié (Macdonald
& Evans, 1996; Christenset al, 1998).

L’importance relative de ces trois parametres sunbde d’action n'a pas encore été
évaluée. Mais leurs effets devraient se recoupar.eRemple, une isoforme de PME du
haricot mungo est inhibée par l'acide polygalaatigne a pH 5,6 mais pas a pH 7,6
(Goldberget al, 2001). Par conséquent, I'ajout de calcium a bunl'autre des pH devrait
conduire a des effets difféerents. La compréhensier’influence respective du pH, de la
concentration en calcium et du DM initial ouvreesdgossibilités de modifications tres fines
du mode d’action des PME. Selon l'influence relatile ces paramétres, il serait possible, par
exemple, de moduler I'action des PME végétales dasique par le calcium ou le DM initial
et inversement, en présence d’'une proportion dodaéalcium de moduler le mode d’action
par ajustement du pH.

Dans le cas des PMig vivo, l'influence du pH, du degré de méthylation, etalcium est
aussi associée a d'autres facteurs. On retiendtammaent la présence d’autres solutés
comme les polyamines (Charnayal, 1992), la cohabitation entre les différentesasoies

de PME, 'encombrement du milieu généré par leseayiolymeres pariétaux....

La régulation de l'action des PME dans la paroitest complexe, comme en témoigne la
diversité des DM le long de la paroi végétale seéémndifférents états physiologiques de la
cellule (Guilleminet al, 2005). Un modele basé sur le contréle du poteélgetrostatique de
la paroi a été poposé a partir d’'observations nesgela PME de soja pour expliquer le role

des PME dans la croissance de la cellule végéibbeigtacaset al, 1986; Ricard & Noat,
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1986). La paroi végétale est un milieu plutét acidencorporation de nouveaux polymeres
neutres dans la paroi lors de la croissance cebuldilue la proportion de charges négatives
présentes dans la paroi : le pH de la paroi remd@#ephénoméne induit I'activation de la
PME dont le pH optimal est basique et inhibe \&t#i des polygalacturonases et glycosyles
transférases qui interviennent a un pH acide. lobggplacturonases hydrolysent les pectines
conduisant a un ramollissement de la structuree®tglycosyle transférases permettent la
néosynthése de la paroi en ajoutant de nouvelligdsusur des chaines existantes. L'action de
la PME libere donc des protons, diminue le pH, iasiaréactive les autres enzymes. La
proportion de charges négatives générées par la &MBuit aussi a une attraction vers la
pectine des ions calcium (Moustacatsal, 1991) et des polyamines (Charngtyal, 1992).

Un autre modéle a été proposé pour expliquer ke eblla régulation des PME lors de leur
implication dans la défense des plantes (Pelletixal, 2007). Ces modeles sont tres
complexes, et impliquent de nombreux parameétres.

Du point de vue fonctionnel, la modulation de leusture fine des pectines confere aux
montré que les gels formés a partir de pectine éiwytée par 'O-PME en présence ou en
absence de calcium, conduisent a des gels plus ansnfiexibles (Vincent & Williams,
2009). D’autre part, I'action des PME en préseneecalcium conduit a la formation d’'un
systeme gélifié. En effet, la texturation du sysemoncomitante a l'action de I'enzyme,
modifie I'action de I'O-PME au fur et a mesure degElification (Slavoet al, 2009). Il a été
montré que la présence d’obstacles peut réduiféickeité de la diffusion et altérer la
cinétigue enzymatique (Park & Agmon, 2008). La rfiodiion de I'environnement physique
de la PME pourrait conduire a modifier sa diffusiehpar conséquent modifier son accés au
substrat et son mode d’action.

Dans ce travail, I'étude de la diffusion de I'O-PM& été étudiée dans différents
environnements et a différentes échelles. L'usagepldsieurs échelles d’observation est
important lors de I'étude en milieu hétérogéne pparmettre d’apprécier I'impact des
hétérogénéités sur la diffusion. Selon I'échelle Idegueur considérée, les mesures de
diffusion peuvent donner différents résultats, gues le déplacement considéré pour la
particule est plus ou moins long.

La diffusion de macromolécules dans les solutidrigsgels de polymeres est complexe, et
dépend fortement de la concentration et du dedmgddatation des polyméres (Masaro &
Zhu, 1999a). Dans plusieurs cas, il a été monteélguaiffusion de macromolécules dans une

solution concentrée ou dans un gel de polyméresatsttie par rapport a sa diffusion en
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solvant. En FRAP, la diffusion de dachymotrypsine dans une solution de dextranes ptése
une diffusion anomalei.e. une diminution du coefficient de diffusion en ftino de la
concentration en dextrane (Pasatral, 2010). D’autre part, le méme ralentissement de la
diffusion a été noté lors de I'étude du transpertdfusion de la sérum albumine bovine dans
un gel d’amidon en fonction de la concentratioraemndon (Leloupet al, 1987). Ces travaux
portent sur des macromolécules qui n’interagisgas avec le milieu dans lequel elles
diffusent. Dans le cas d’enzymes diffusant dansiiieu substrat, une interaction intervient,
comme pour la dégradation d'un gel de protéineslp#inermolysine, ou une diffusion plus
lente est observée en gel en FCS par rapport iffuaidn libre en solution tampon (Fadda

al., 2003). Dans ce travail, les mesures réaliseeB@&® sur I'O-PME dans les différents
systemes pectiques ont mis en évidence des tergjanoatrant de méme un ralentissement
de la diffusion lorsque I'enzyme est en présencesate substrat. Il est a souligner que ce
ralentissement est lié a l'activité de 'enzyme, ca phénoméne n’a pas été observé lors des
mesures réalisées avec la PME inactive. Ces oliggrsasont d’autant plus marquées a
I'échelle d’observation de la FRAP, méme si quetgarpériences supplémentaires seraient
nécessaires pour confirmer ces observations. Jgaapement des données de diffusion avec
les données issues des mesures biochimiques daalie’s PME permet de comprendre la
cause de ce phénomene. Les mesures biochimiqugsenonis de déterminer des temps de
conversion du substrat de l'ordre de la dizaine midlisecondes a la centaine de
millisecondes. Ces temps de conversion permettendahner une idée du temps pendant
lequel la PME est fixée a la chaine de pectineFES, les temps mesurés sont de I'ordre de
la centaine de microsecondes. Les temps mesué€®me permettent donc pas d’apprécier
en totalité le phénoméne de liaison de la PMEetdine. Le temps de diffusion mesuré ainsi
gue le coefficient qui en découle correspondencduutét aux molécules diffusant dans les
espaces libres. En FRAP, I'échelle de temps ply®ritante permet d'observer une formation
et une dissociation du complexe PME-pectine sunambre important de molécules. Cette
mesure prend en compte ces complexations et pediobserver des comportements de
diffusion plus contrastés qu'en FCS.

Ces observations sont également a relier au modetiah de I'O-PME et a ses
caractéristiques catalytiques. En effet, en FC& e la diffusion de 'O-PME dans une
solution de pectine, une tendance a un temps flesidifi plus long couplé a une population
plus importante diffusant avec un temps long acftgervée. Inversement, ce phénomene
n’est pas observé pour la diffusion dans un gaelens de formation. Ceci peut étre relié a la

différence d’affinité et de mode d’action de I'enzg entre ces deux environnements.
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8.2. Influence de I'environnement sur le comportentd de I’Aa-PME

Le mécanisme d’action des PME fongiques est gé&méeait décrit comme étant de
type chaines multiples (Limberg al, 2000; Willatset al, 2001; Ralet & Thibault, 2002). Le
mode d’action de I'Aa-PME contrairement a celui If@-PME n’est pas sensible au pH
(Duvetter et al., 2006). Le mode d’action de I’ABHP sur une pectine HM présente un mode
d’action plus processif en présence qu’en abseaaaldium (Slavowet al, 2009). Toutefois,
nous n’avons pas noté cet effet dans ce travaitlesl modes d’action semblables ont été
observés en solution et dans un gel en cours deafan. L’'une des explications avancée est
gue le DM initial de la pectine, inférieur a 50%t eelativement faible et ne conduit pas a une
modification de la répartition des méthyles. Néam®soen accord avec la littérature, il a été
montré dans cette étude que la présence de calnigmentait I'activité spécifique de I'Aa-
PME, son affinité pour la pectine, tout en diminuaa vitesse maximale de catalyse
(Christgauet al, 1996; Slavovet al, 2009). L'Aa-PME n’est pas sensible a la présence
d’acide galacturonique libre probablement car el fortement chargée négativement
(Christgauet al, 1996; Slavowet al, 2009). De plus, le calcium ne rentre pas en caitigré
avec cette PME pour la pectine, son action s’étendassi aux acides polygalacturoniques
entierement méthylés (Massiet al, 1997). On peut donc en déduire que l'effet daioah
sur 'Aa-PME est lié a I'écrantage des chargeseeldrprotéine et la pectine, conduisant a
laugmentation de son affinité pour son substrairet meilleure efficacité. Les mesures de
diffusion sur 'Aa-PME en FRAP ont montré une temciaa une diminution du coefficient de
diffusion dans un gel en cours de formation, cepuit étre relié aux résultats de biochimie

concernant 'augmentation de I'affinité de I'Aa-PNdur la pectine dans ces conditions.

8.3. Role des enzymes in vivo

In vivo, 'Aa-PME est synthétisée par un champignon phatiopgene. Celui-ci
produit des enzymes de dégradation des polymerétaa pour assurer la colonisation de
son héte. Le role de I'Aa-PME est donc de facilifection des enzymes dégradant les
pectines quel que soit I'état de la paroi. Ces Pddiaient peu influencées par le pH. D’autre
part, les résultats présentés ici suggerent queidia de I'Aa-PME est favorisée par le
calcium présent dans la paroi. Au contraire, I'OfRyit sur la paroi végétale dans le but de
moduler sa structure finement en fonction de I'gtagsiologique de la cellule et en réponse

aux contraintes environnementales (Micheli, 20@lie ket al, 2010). Pour cela, de nombreux
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parametres permettent d’influencer son mode d’'aatimmme le pH (Cameroet al, 2008;
Luzio & Cameron, 2008) ou la présence de concéotrmtde calcium plus ou moins
importantes dans le milieu, montré dans cette édticd accord avec la littérature,(Slawav
al., 2009; Vincentet al, 2009) pour obtenir un mode d’action adapté a itaaton
physiologique.

Par ailleurs, d'un point de vue efficacité I'Aa-PMigit diffuser le plus rapidement possible
dans la paroi, pour préparer la dégradation parailgses enzymes. A linverse, les PME
végeétales peuvent étre libérées tout au long gmidai de la cellule et leur champ d’action
reste vraisemblablement limité a la paroi de ldutellibératrice. Cela se traduirait par une
diffusion limitée de I'O-PME.

Cette étude a montré que les PME fongiques et alEgébnt un comportement de diffusion
totalement différent, ce qui peut étre relié a ledle respectifin vivo. Cette difféerence
apparait particulierement suite aux mesures deigidh en FRAP ainsi qu’a partir de la
comparaison des distances de migration obtenugsiéofétude du transport par diffusion.
Lors de la comparaison des distances de migraliORPME présente une migration trés
faible par rapport a celle de I'Aa-PME. Par congggulinfluence du mode d’action sur la
diffusion peut étre observée et c’est ce que monhtes résultats de FRAP de cette étude pour
les deux PME. Par ailleurs, les études en FRARuwosgi mis en évidence un effet de I'activité
de I'enzyme sur sa diffusion. En effet, pour lespxd®ME, les coefficients de diffusion des
enzymes inactives sont peu différents entre |déréifits environnements consideérés.

Ainsi, les PME ont un comportement particulier selleur origine. C’est aussi le cas d’autres
enzymes comme lasamylases. Ces enzymes spécialisées dans la dégnada I'amidon,
peuvent présenter comme les PME différents mécasisnrun mécanisme d’attaques
multiples ou un mécanisme simple chaine. Leur mségand’action est modulé a la fois par
lorigine du substrat, sa structure et sa longuder,pH, la température, la présence
d’inhibiteurs et I'origine de I'enzyme (Robertsehal, 2005). Néanmoins a la différence des
PME, lesa-amylases possedent une taille supérieure a la @és pores de I'amidon et
doivent « creuser » pour diffuser dans le gel (Rsbeet al, 2005). Il a été montré que la
digestion enzymatique de I'amidon était contrOléa pa diffusion des amylases et le
coefficient de diffusion entre les grains broyésSaegho a été estimé en fonction de la taille
des grains a 0,4-0,9.10-7 cm2.s-1, soit 4-9 um2sel qui est l'ordre de grandeur des
coefficients de diffusion déterminés en FRAP pddalPME en gel et en solution de pectine.
L’approche de la diffusion a plusieurs échellesissapermis de mettre en évidence une autre

différence entre 'O-PME et I'Aa-PME. Les coeffints de diffusion déterminés en FCS pour
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les deux enzymes sont semblables (ordre de grad@unm2.s), alors du passage & une
échelle de diffusion plus importante par I'étudetidnsport par diffusion, I’Aa-PME présente
un coefficient de diffusion mutuel de méme ordregdendeur que celui observé en FCS. La
correspondance entre la mesure des coefficientgaddiffusion et mutuel a été montrée par
différentes études et apparait lorsque la tailleliffusant est trés petite par rapport a la taille
des pores du réseau dans lequel il diffuse (Labilld, 2006; Gagnon & Lafleur, 2009).

Or, pour un méme coefficient de diffusion en FOSa iété montré que I'O-PME migre
beaucoup moins, par conséquent, le coefficientiffiescbn mutuel pourrait étre inférieur a
celui obtenu en FCS. Ce coeffficient n'a pas été&ure dans cette étude car le modele
expérimental n’était pas adapté a la faible migratie I'O-PME.

Pour expliquer ce phénomene, il est possible desague I'interaction avec la pectine est
tres forte et ralentit 'enzyme. En effet, en gelpkctine, le calcium est en partie piégé par les
pectines, les constantes catalytiques sont donbaplement entre celles calculées pour
I'action de I'O-PME sans calcium et celles calcslém présence de 5 mmoét.de calcium.

Le temps de catalyse d’une réaction est alors gies que celui de I'Aa-PME et conduit a
une immobilisation plus longue de I'O-PME et panséquent a une diffusion plus faible.
Globalement, I'étude de la diffusion des PME daiffmdnts systémes pectiques, tend a
montrer que c’est l'activité de I'enzyme qui moduda diffusion, plus que la structure
environnante, a I'exception de la diffusion de RME. Cette derniére en gel peut moduler la
structure du gel qui, a son tour, pourrait inflsar la diffusion de 'O-PME, par la réduction

des pores.

179



180



Conclusion et perspectives







9. Conclusion et perspectives

La caractérisation de l'action de I'O-PME et de d®ME dans une solution de
pectines et dans un systéme en cours de gélificationontré I'existence de différents
comportements suivant I'environnement considérédut® par la présence ou non de
calcium. Par ailleurs, I'étude de la diffusion d®8IE dans différents systéemes pectiques a
mis en évidence de fortes différences entre lespootments de I'O-PME et de I'Aa-PME
selon I'échelle de diffusion considérée. Ces déifées observations ont pu étre reliées au réle

de chacune des PME vivo.

Le calcul des grandeurs catalytiques des deux eszyanpermis d’obtenir plusieurs
éléments d’explication concernant le comportemezs @ME en solution et en gel en
formation, i.e. sur linfluence du calcium sur les enzymes. Néansyoil pourrait étre
intéressant de poursuivre I'étude de l'influence addcium sur les deux enzymes, soit en
travaillant dans un rapport constant entre les tiggande calcium et de GalA libre (R
constant), soit en réalisant les mémes étudesfératifes concentrations de calcium pour
déterminer a quelle concentration en calcium,a quelle valeur de R, débute I'inhibition de
la PME. Par ailleurs, d’autres paramétres comnpHlet le degré de méthylation inital de la
pectine influencent le comportement des PME. Lardéhation de I'importance relative de
ces parametres pour une PME donnée pourrait @&egsante pour mieux comprendre les
mécanismes de régulation ainsi que le mode d’aces"PME et pouvoir les contréler.

L’étude de la diffusion a permis de mettre en évidedes tendances reliant le mode
d’action des pectines, leurs constantes catalyicpteleur diffusion. D’autre part, il a été
montré que la FRAP représente I'échelle de tempdeeliongueur adaptée a I'étude de la
diffusion des PME. Afin de conforter ces résultadg, nouvelles expériences de FRAP
pourraient étre réalisées pour préciser les caefis de diffusion. Par ailleurs, afin d’essayer
de comprendre la cause de la faible migration @ePME, une caractérisation plus fine de la
structure du gel s’attachant notamment a la détextioin de la taille des pores ainsi qu'a la
mobilité des chaines de pectine avant et pendantidh des PME pourrait permettre de
connaitre I'évolution de ces parametres consécatiaction des PME.

Enfin, ce travail constitue une premiére étapesdiétude du comportement des
enzymes dans un modele de paroi. Par la suiteatdom dans laquelle les enzymes seront
étudiées sera d’'une part, densifiée pour apprdelseconditions de concentratiam vivo et

d’autre part, complexifiée avec les autres polysaddes de la paroi comme des
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xyloglucanes ou par des microfibrilles de cellulo$le sera possible ensuite d’étudier
I'évolution des propriétés du systeme lors de diffiés types d’action enzymatique agissant
sur I'un ou l'autre des composants et inverseméstudier le comportement de différentes

enzymes dans cette matrice.
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Pectins account for one of the major polysaccharides of plant cell walls and are commonly used in the food
industry as gelling and stabilising agents. Pectin methylesterase (PME) can alter pectin structure and affect
their gelling properties by de-esterifying galacturonic acid. Previously, we reported different behaviours
of plant and fungal PMEs on high methylated pectins in solution or during the gelling process (Slavov et al.,
2009). In the present study, the behaviour of the two PMEs is studied on a medium methylated pectin in
solution, i.e. in the absence of calcium, or during the gelling process, i.e. in the presence of calcium. Only
slight modifications were observed for Aspergillus aculeatus PME behaviour between the two conditions.
On the opposite we show a role of calcium on the processivity of orange PME: the processivity decreases
in the presence of calcium.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Pectins are a complex group of structural plant polysaccha-
rides, mainly located in primary cell walls of higher plants. They
are involved in the control of cell wall properties and in many
physiological processes as plant cell growth (Willats, McCartney,
Mackie, & Knox, 2001; Wolf, Mouille, & Pelloux, 2009) or plant
defence against phytopathogens (Lionetti et al., 2007; Messiaen
& Van Cutsem, 1994; Ridley, O’'Neill, & Mohnen, 2001). Next to
biological interest, pectins are also used for their thickening and
gelling properties in the industry. In food industry, pectins can be
used as stabilizing agent in acidic milk beverage (Jensen, Rolin, &
Ipsen, 2010), gelling agent in dairy dessert or fruit jam (Arltoft,
Madsen, & Ipsen, 2008) or fat agent replacer (Min, Bae, Lee, Yoo, &
Lee, 2010). In pharmaceutical industry, pectins have several utiliza-
tions and have been recently used in the treatment of breakthough
cancer pain as transmucosal delivery system (Portenoy, Burton,
Gabrail, & Taylor, 2010). Pectin structure is complex (Voragen,
Coenen, Verhoef, & Schols, 2009). Commercial pectins are mainly
constituted by homogalacturonan, a linear homopolymer of o:(1-4)
linked p-galacturonic acid, which can be esterified with methanol
at C6 carboxyl group. The degree of methylation (DM), as the degree
of polymerization, affects gelling properties of pectins. The DM sub-
divides pectins in two classes with different gelling abilities. Pectin

* Corresponding author. Tel.: +33 02 40 67 50 58; fax: +33 02 40 67 50 84.
E-mail address: estelle.bonnin@nantes.inra.fr (E. Bonnin).

0144-8617/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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with a high DM (high methoxylated (HM) pectin, DM >50%) can
form a gel in acidic conditions in the presence of high sugar con-
centration. In the opposite, gelation of low methoxyl pectin (low
methoxylated (LM) pectin, DM <50%) occurs at higher pH in the
presence of divalent ions, such as calcium, which acts as a bridge
between pairs of carboxyl groups of different pectin chains. The
main industrial sources for pectin extraction are apple pomace
and citrus peels, which provide HM pectin. LM pectin can be
obtained after chemical de-esterification of HM pectins. However,
this process often induces pectin depolymerisation, thus reducing
gel forming ability of pectin (Fraeye, Duvetter, Doungla, Van Loey,
& Hendrickx, 2010Db).

In planta, pectins are integrated in plant cell walls and evolve
during cell growth and development. They are secreted into the
wall as highly methylesterified. They are further modified by
endogenous pectin methylesterases (PME) that catalyse the enzy-
matic de-esterification of pectin. The modulation of PME action
allows control of plant cell wall properties like local pH, porosity
or stiffness (Deneés, Baron, Renard, Péan, & Drilleau, 2000). PMEs
can also be found in some plant cell wall degrading microorgan-
isms like phytopathogenic fungi and bacteria. In this case PMEs
demethylate the pectin network for facilitating bacterial or fungal
invasion (Fries, Ihrig, Brocklehurst, Shevchik, & Pickersgill, 2007).
PMEs offer demethylation without molecular weight loss of pectin
(Hotchkiss et al., 2002). Moreover, whereas chemical demethy-
lation leads to a random pattern of methylation, PMEs can lead
to more ordered pattern depending on their origin. The mode of
action of PMEs has been widely studied in pectin solution (Limberg
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etal., 2000). Most fungal PMEs demethylate short sequences of GalA
residues before attacking next chain. This action generates short
sequences of free galacturonic acid with arandom-like distribution.
Plant PMEs demethylate in a more blockwise fashion, converting
large parts of a chain before attacking next chain (Catoire, Pierron,
Morvan, Hervé du Penhoat, & Goldberg, 1998). This action generates
long sequences of free contiguous galacturonic acid with a block-
wise distribution. A relationship between the strength of calcium
pectin gel and the patterns of methylation generated after plant and
fungal PME action has been evidenced (Fraeye et al., 2009; Luzio &
Cameron, 2008). In the presence of blocks, stronger gels are formed.
Moreover, Hotchkiss et al. (2002) demonstrated that a pectin de-
esterified by a plant PME exhibits calcium sensitivity at a higher
DM than a pectin chemically de-esterified.

Simultaneously, several authors reported about PME’s activity
on HM pectin in presence of calcium (O’Brien, Philp, & Morris,
2009; Slavov et al., 2009; Vincent & Williams, 2009). In these works,
pectin gelation and pectin de-esterification by PME occur concomi-
tantly and the context is closer to PME environment found in planta.
O’Brien et al. (2009) reported that different calcium concentrations
and temperature values influence rheological properties of the sys-
tem in the presence of fungal PME. However, no change in the
gelation time was noticed as a function of temperature (20-40°C)
even when the temperature approaches optimum temperature of
the PME. This behaviour was attributed to competition between de-
esterification and formation of Ca2* induced “eeg-box” junctions.
Vincent and Williams (2009) characterized the gelation mecha-
nism in the presence of a plant PME using microrheology. They
also investigated the pattern of demethylation by capillary elec-
trophoresis (Vincent, Cucheval, Hemar, & Williams, 2009). They
reported a reduction in the block length generated by PME in the
presence of calcium. The demethylation pattern generated by plant
PME in the presence or in the absence of calcium led to the forma-
tion of different networks in presence of calcium, a flexible and
semi-flexible, respectively.

In a previous work, we reported how Aspergillus aculeatus (Aa-
PME) and Orange (O-PME) demethylate HM pectins in the presence
or in the absence of calcium (Slavov et al., 2009). We observed an
effect of calcium on the mode of action of the enzymes. Aa-PME
acted in a more blockwise manner and O-PME acted in a more ran-
dom manner than in the absence of calcium. The differences have
been linked to the gelation behaviour of pectins in the presence of
calcium and Aa-PME or O-PME. One hypothesis was that during the
demethylation process, gelation occurs which can generate phys-
ical constraints for PME and modify its behaviour. In the present
work, a medium methylated pectin (MM pectin) of 46% DM was
used to study PME'’s behaviour in a pre-gelled system where it is
possible to take into account its physical constraints. We report
now the biochemical characterisation of the system with the aim
of studying the influence of the media on PME’s behaviour in a phys-
ical point of view. In this way, the modifications in PME’s behaviour
can be investigated and connected to the gelation behaviour

2. Materials and methods

2.1. Materials

The citrus MM pectin was kindly provided by Cargill Texturiz-
ing solutions (lot n°13830, Baupte, France). It has a DM of 46% and a
galacturonic acid content of 77.3%. Pectin solutions were prepared
at 25 mgml—! by dissolving the pectin powder in 50 mmol -1 MES
(2-[N-morpholino] ethane-sulphonic acid) buffer at pH 6 during 2 h
at 4°C under magnetic stirring. The pH was thereafter adjusted to
6 using 0.1 mol1~! NaOH and the pectin solutions stored overnight
at 4°C. To remove large aggregates and impurities, pectin solution
was centrifuged at 17,000 x g for 30 min and the supernatant was

filtered on nitrocellulose filters with successive porosity ranging
from 8 wm to 0.8 wm (Millipore). The concentration was deter-
mined by drying 2 ml of solution in an oven at 110°C overnight
and measuring the dry weight.

The pectin methylesterases used were from orange (O-PME,
461Umg"1, lot 087K7435, P4500, Sigma, L'Isle d’Abeau, France)
and A. aculeatus (Aa-PME, Uniprot Q12535), the later one being
kindly provided by Novozyme A/S (Copenhagen, Denmark). The
enzymes were solubilised at 5mgml-! in 10 mmol -1 MES buffer
(pH 6) and dialysed overnight at 4 °C against the same buffer. Activ-
ities of PMEs were determined by the colorimetric method using
N-methylbenzothiazolinone-2-hydrazone (MBTH, Sigma M8006-
1G) and alcohol oxidase (E.C.1.1.3.13, Sigma A2404) for oxidation of
the released methanol (Anthon & Barrett, 2004). Before enzymatic
incubation, enzymes were diluted as necessary with 10 mmol1-!
MES buffer. The enzymes used in the present work have different
pH optima: O-PME has its pH optimum at 9 (Savary, Hotchkiss, &
Cameron, 2002) while Aa-PME optimum pH is 4.5 (Duvetter et al.,
2006). In order to compare their action without changing the exper-
imental conditions, an intermediate pH value of 6 was chosen.

The endo-polygalacturonase (AnPGII, E.C. 3.2.1.15, Uniprot
P26214, Novozymes) was from Aspergillus niger and was puri-
fied in the laboratory as described elsewhere (Sakamoto, Bonnin,
Quemener, & Thibault, 2002).

2.2. Methods

2.2.1. Determination of PME kinetic parameters

The kinetic parameters were determined by performing PME
activity assays at different MM pectin concentrations from 1 to
20mgml-1. Activity assays were conducted at 30°C and pH 6.
The Michaelis constant (K;) and the maximum velocity (Vmax)
were determined using Lineweaver-Burk double reciprocal plot in
which the reciprocal of the initial rates of PME activity were plot-
ted against the reciprocals of the pectin concentration. Assays were
performed in duplicate.

2.2.2. Kinetics

Pectin and calcium chloride solutions were preheated at 50°C
during 2 min. Then CaCl, solution was added drop by drop to
pectin under strong magnetic stirring. The final concentrations
were 15mgml-! for pectin and 5mmoll-! for calcium. The mix-
ture was held at 50°C under stirring for 1 min. Then O-PME or
Aa-PME solution was added to have a final enzyme concentration of
0.4 nkat ml~1. The final mixture was split in 150 pl-samples which
were incubated at 30°C. PME activity was stopped by heating the
samples at 70°C (10 min) every hour during 6 h and then at 10 and
24 h. After heating, the samples were diluted in 50 mmoll~! MES
pH 6 at 2mgml~! for DM and DBabs determination.

2.2.3. Degree of methylation (DM)

DM was determined using infrared spectroscopy. Infrared spec-
tra were recorded between 1800 and 1535 cm~! at 4 cm~! intervals
using a Brucker spectrometer (Vector 22). Pectin films were pre-
pared in duplicate drying 150 wl of 2mgml-! pectin-water on
BaF, window. In the selected spectral range, the absorptions bands
at 1740 and 1620cm~! are assigned to C=0 stretching vibrations
of ester and carboxylate, respectively. An equation of prediction
was developed by applying a Principal Components Regression to
infrared data of pectins (Danisco Ingredients, Braband, Denmark)
which DM varied (DM: 11, 19, 28, 46, 71). The equation of predic-
tion was characterised by a coefficient of determination 2 0.9914
and a standard error of calibration sec of 2.18%.

2.2.4. Measurement of the absolute degree of blockiness (DBabs)
After enzymatic fingerprinting of the pectins with AnPGII
(Slavov et al., 2009), the absolute degree of blockiness
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was calculated from the amount of non-methylesterified
monomer, dimer and trimer released by AnPGIl and was
expressed as a percentage of total GalA (Guillotin et al.,
2005).

Pectins were diluted at 0.1% in 50 mmol I-! acetate buffer pH 4.
Then 0.21 nkat AnPGII was added and incubation was carried out at
40°C for 72 h. Further enzyme (0.21 nkat) was added at 24 and 48 h.
Since the preferred substrate of endoPGII is polygalacturonic acid,
the more blocky structure the pectin has, the more degradation
products are obtained. The degradation products were measured
by high performance anion exchange chromatography (HPAEC)
at pH 13. HPAEC was performed using a column Carbopac PA-1
(2 x 50 mm, Dionex) at 25 °C and was eluted at 0.250 ml min—! with
a gradient of sodium acetate. The oligosaccharides were detected
by a pulsed amperometric detector. The GalA content of pectins was
colorimetrically determined by the automated m-hydroxybiphenyl
method (Thibault, 1979). The processivity expresses the multiple
attack on a single chain that means the capacity of the enzyme to
stay on the pectin chain for many catalytic events. Consequently
it generates blocks of free galacturonic acids that are evaluated by
DBabs.

2.2.5. Rheological measurements

Dynamic rheological measurements were performed at 30°C
using a stress-controlled rheometer (AR2000, TA instrument)
equipped with a Peltier temperature controller and with a
cone-plane device (40 mm diameter, 2° angle, gap 98 wm). The
visco-elastic properties of pectin gels were characterised by mea-
suring the storage (G’) and loss moduli (G”) over time during 48 h
at a frequency of 1rad s—1. Then mechanical spectra were obtained
by measuring G’ and G” over the frequency range 0.01-100rads™!.
G and G” values are given with a standard error of 50Pa. All
experiments were performed with low strain amplitude of 1%. It
was checked that the stress applied was well within the linearity
domain of visco-elasticity. To prevent evaporation of the solvent,
the free surface of the sample was always covered with a thin layer
of low-viscosity paraffin oil. Pectin and CaCl; solutions were pre-
heated at 50 °C during 2 min. CaCl, solution was then added drop by
drop under strong magnetic stirring. The mixture (final pectin con-
centration: 15mgml-!, final calcium concentration: 5mmoll-1)
was held at 50°C under stirring for 1 min before PME addition
(Aa-PME or O-PME, 72 p, final concentration: 0.4 nkatml~1). The
mixture was transferred to the plate of the rheometer preheated at
50°C.
Table 2
Kinetic parameters of O-PME and Aa-PME.

Table 1
Specific activity of O-PME and Aa-PME in the presence or the absence of 5 mmol L~!
calcium.

Origin of PME Specific activity (nkatmg~' powder)
Without calcium In the presence of calcium
Aa-PME 37.7+£25 126.6 + 2.3
0O-PME 319+ 2.7 423 + 4.8
3. Results

3.1. Determination of kinetic parameters of Aa-PME and O-PME

As the pH and temperature chosen for these experiments were
not Aa-PME and O-PME optima, specific activity and kinetic param-
eters were investigated in the conditions applied in this study.

The specific activity was determined in the presence and the
absence of calcium (Table 1). As already observed by Slavov et al.
(2009) on HM pectin, Aa-PME specific activity was higher in the
presence than in the absence of calcium. In the case of O-PME a
slight increase in the specific activity was noticed when adding
calcium.

Km and Vipax of O-PME and Aa-PME were measured (Table 2). The
Michaelis constant (K, ) allows quantifying the affinity between the
enzyme and its substrate, whereas Vpax is the maximum velocity
of the enzyme. These two parameters evolve conversely. An effi-
cient enzyme can be defined by a low K;; in association with a high
Vmax. In comparison with kinetic parameters found by Christgau
et al. (1996) without calcium, our parameters reflected a lower
affinity for pectic chains and a lower maximum rate of catalysis
of Aa-PME. In the presence of calcium, K;; and Vimnax decreased
compared to the values characterising the same system without
calcium. Thus, calcium ions enhanced the affinity of Aa-PME for
pectins and decreased the maximum velocity.

For O-PME, the Ky, found was 10 fold higher and Vmax was
slightly higher than the values in the literature, showing how these
values depend on reaction parameters such as temperature, salt
concentration, pH of the reaction medium and pectin structure. In
the presence of 5mmol 1! calcium, an increase of Ki; and Vinax was
noticed. This means that calcium ions decreased O-PME affinity for
pectic chains but increased its demethylation velocity.

3.2. Characterisation of the demethylation rate of Aa-PME and
O-PME in the presence or not of calcium

The DM of MM pectin incubated with PMEs was monitored dur-
ing 24h in the presence or not of 5mmoll-! of calcium. With

References

Conditions

Kin (mgml~) Vinax (wmol min—! ml-' mg-1!)

Citrus sinensis (Valencia) in this work

DM =46% 8 15.6

pH6; 30°C
50 mmol I-! MES

Citrus sinensis (Valencia) in this work

DM =46% 19.8 68.6

pH 6; 30°C
50 mmol I-! MES
5mmol L' CaCl,

Citrus sinensis (Navel) (Versteeg, Rombouts, Spaansen, Pilnik, 1980)

DM =62% 0.083

pH 7;30°C
150 mmolI-!

Citrus sinensis (Valencia) (Hou, Jeong, Walker, Wei, Marshall, 1997)

DM =64% 1.1 0.53

pH 7;22°C
100 mmol I-! NaCl

Aspergillus aculeatus in this work

DM =46% 92.5 65.7

pH 6; 30°C

Aspergillus aculeatus in this work

DM =46% 3.53 297

pH 6; 30°C
5mmoll-! CaCl,

Aspergillus aculeatus (Christgau et al., 1996)

DM=75% 27

pH 4.6; 30°C
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Fig. 1. Evolution of DM during Aa-PME action (a) and O-PME action (b) on MM pectin (15 mgml-') with (squares) or without (circles) 5mmol1-! calcium.

Aa-PME (Fig. 1a), in the absence of calcium, the DM dropped
down in the first hour from 46% to 27%, and then decreased
until 24 h to reach a final DM of 16%. With O-PME (Fig. 1b), the
same DM drop was observed in the beginning of the incubation.
Afterward the decrease stopped around 6h at a DM of 24% that
remained rather constant until 24 h. Indeed, Aa-PME can de-esterify
MM pectin more extensively than O-PME. In the presence of cal-
cium, for both PMEs, a slight increase in the demethylation rate
was observed (Fig. 1a and b). This increase during the first hour
of the kinetics did not affect the final respective DM, as sim-
ilar values with and without calcium were found after 24h of
incubation.

3.3. Characterisation of the demethylation pattern by Aa-PME
and O-PME in the presence or not of calcium

The initial DBabs of MM pectin was 16% 4 0.41. It was further
monitored during 24 h on MM pectin incubated with PMEs in the
presence or not of 5mmoll-! of calcium (Fig. 2). The higher the
DBabs is, the most blocky the methyl distribution is.

For both PMEs and both conditions, the DBabs increased rather
quickly until 6 h then the increasing rate slowed down. This decel-
eration was well marked for Aa-PME kinetics.
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As expected, O-PME acted in a more blocky way than Aa-PME in
the absence of calcium. This difference between the two enzymes
was lowered in the presence of calcium. Slight differences of the
methyl distribution were found between the pattern of demethyla-
tion of Aa-PME in the presence (DBabs=42.9%) or in the absence of
calcium (DBabs=37.8%) after 6 h (Fig. 2a). Aa-PME tended to actin a
more blocky way in the presence of calcium. On the opposite, with
O-PME, the methyl distribution that was expected to be more ran-
dom, exhibited a higher DBabs in the absence of calcium (Fig. 2b).
After 6 h, the DBabs reached 48.1% and 35.4% in the absence or pres-
ence of calcium, respectively. This gap was kept constant after 24 h,
where the DBabs was 63.3% and 51.1%, without calcium and with
calcium, respectively. After 24 h action in the presence of calcium,
the DBabs induced by O-PME and Aa-PME were close to each other.
Then, in the presence of calcium, O-PME hydrolyses methylesters
in a more random way and generates shorter blocks than in the
absence of calcium.

3.4. Comparison of rheological behaviour of calcium-pectin
systems resulting from the action of O-PME and Aa-PME in situ

MM pectin (final concentration, 15mgml~!) was mixed with
calcium (final concentration, 5mmoll-1) at 50°C. Before pouring
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Fig. 2. Evolution of DBabs during Aa-PME action (a) and O-PME action (b) on MM pectin (15 mgml-') with (squares) or without (circles) 5mmol I~ calcium.
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Fig. 3. Kinetics (a) and mechanical spectra (b) for MM pectin (15mgml-') in the presence of 5mmol1-! calcium.

the mixture on the rheometer plate, PME was added. The evolution
of rheological parameters was followed by measuring G’ and G” as
a function of time at 1rads~!.

In the absence of PME, the storage modulus G’ of MM pectin gel
increased slowly with time until a value of 4.6 Pa (Fig. 3a). Then
the mechanical spectra displayed the typical characteristics of a
weak physical gel and exhibited a storage modulus of 4.6Pa at
0.01rads™! (Fig. 3b). G was independent of frequency at least at
low frequency and was over G”.

In the presence of both O-PME and calcium, G’ increased rapidly
as a function of time. Gelation kinetics was characteristic of those
of LM pectin (Fig. 4a). After 48 h, the equilibrium was reached with
a modulus of 3078 Pa. Then, the mechanical spectra exhibited a G’
nearly independent of frequency on all frequency range and largely
over G”. These parameters characterised a strong gel behaviour
with a G’ of 2964 Pa at 0.01rad s~ ! (Fig. 4b).

In the presence of calcium, Aa-PME showed a different
behaviour. Its action on pectin led to a slow gelation kinetics
(Fig. 5a). G’ increased slowly, in the first 10h and the slope
increased afterwards. Then, the equilibrium took a long time to
be reached. After 48h, the mechanical spectrum characterised
a strong gel with a storage modulus of 2762Pa at 0.01rads™!
(Fig. 5b).

3500

3000
2500

1500

G',G"(Pa)

1000

500

Time (hours)

0 10 20 30 40 50

The rheological characterisation of these mixtures showed dif-
ferences in the kinetics of action of the two enzymes: after 24 h,
Aa-PME-formed gel exhibited a G’ of 1559Pa whereas O-PME-
formed gel reached a G’ of 2699 Pa. On the contrary after 48 h, both
systems behaved as strong gels with rather similar final moduli,
2929 Pa for Aa-PME and 3049 Pa for O-PME.

However, the relative importance of viscous and elastic con-
tributions to gel behaviour was slightly different between the two
systems, but very different from the one obtained without enzymes.
This was indicated by calculating the ratio of G” over (7, named the
loss tangent (tand). A higher viscous component was observed in
the Aa-PME gel (tan8=0.02 at 0.01rad s~ 1) than in the O-PME gel
(tan8=0.01 at 0.01rads~1). The gel formed after 24 h in the pres-
ence of O-PME was more elastic, where as the DM and DBabs were
higher than the one obtained with Aa-PME.

4. Discussion
4.1. Influence of calcium on PME activity
In our experimental conditions, an increase of specific activ-

ity was observed for both enzymes in the presence of CaCl,. The
increase is well marked for Aa-PME and slighter for O-PME.
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Fig. 4. Kinetics (a) and mechanical spectra (b) for MM pectin (15 mg ml~') incubated with O-PME (0.4 nkat ml~') in the presence of 5mmol L-! calcium.
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Fig. 5. Kinetics (a) and mechanical spectra (b) for MM pectin (15 mgml~') incubated with Aa-PME (0.4 nkat ml~") in the presence of 5 mmol 1" calcium.

The activity of plant and fungal PME is known to be enhanced
by metal ions. Some plant PMEs referred to as “salt dependant” are
unable to hydrolyse methylester in the absence of salt (Cameron
et al., 2003). The commercial PME from orange peel has been clas-
sified as a thermolabile salt independent (type I) PME (Savary et al.,
2002). However, in the presence of NaCl (1.2% w/v), the optimum
pH shifted to a neutral range (about 6) instead of 9 in the absence of
NaCl (Savary et al., 2002). Moreover, low concentration of calcium
ions increases the rate of demethylation of O-PME (Charnay, Nari,
& Noat, 1992). Experiments in the presence of methylene blue have
been performed to investigate this activation on a PME from soy-
bean (Nari, Noat, & Ricard, 1991). The methylene blue can mimic
the interaction between calcium ions and free galacturonic acid.
In the range of calcium ion concentration where an enhancement
of the de-esterification is observed, methylene blue has the same
effect, suggesting that the interaction between ions and pectin is
predominant to favour the activity. Moreover, it has been shown
that polygalacturonic acid behaves as a competitive inhibitor of
the reaction by trapping PME on blocks of free carboxyl groups
(Fayyaz, Asbi, Ghazali, Man, & Jinap, 1995; Maldonado, Strasser de
Saad, & Callieri, 1994; Nari et al., 1991). The activation observed in
the presence of cations may be due to the interactions between free
galacturonic acids and cations that can release the PME from free
galacturonic acid. However, at high concentration, calcium ions act
as a competitive inhibitor, decreasing the enzyme affinity without
changing the catalysis rate (Charnay et al., 1992). Indeed, a free
carboxylate group adjacent to the ester bond is required to initi-
ate plant PME activity. Massiot, Perron, Baron, and Drilleau (1997)
reported that O-PME could not act on totally methylesterified apple
pectin. So at high calcium concentration, these required free car-
boxylate groups could be masked by calcium ions that inhibit
enzyme reaction.

This inhibition may also exist for Aa-PME because the presence
of one or two free galacturonic acids is preferred at the active-site
of A. niger PME (van Alebeek, van Scherpenzeel, Beldman, Schols, &
Voragen, 2003). Indeed, A. niger PME is highly similar to Aa-PME,
so their behaviour may be close (Christgau et al., 1996). How-
ever, the possible action of A. niger PME on totally methylesterified
galaturonic acid zone from apple pectins (Massiot, Perron, Baron,
& Drilleau, 1997) show that a free galacturonic acid is not required
for the enzyme to bind to its substrate. An increase of 150% of Aa-
PME activity on HM pectin was already observed by Christgau et al.
(1996) in the presence of 10 mmol1-1 of calcium.

Then, in our system, an interaction divalent cations - pectin
might enhance the activity of Aa-PME and O-PME by screening
negative charges from galacturonic acid. But this theory alone does
not explain the role of cations on PME activity. If divalent cations
enhance activity only by screening negative charges, the same
activation should have been observed with sufficient amount of
monovalent cations (Leiting & Wicker, 1997).

4.2. Modification in the demethylation pattern

By comparing the pattern of demethylation of pectin de-
esterified in the presence or not of calcium, we observed that O-PME
generates smaller blocks on MM pectin with than without calcium.

A reduction in the length of blocks generated by O-PME action
in the presence of calcium was already observed by capillary elec-
trophoresis on HM pectin (Vincent et al., 2009). The same authors
have linked these results to the microstructure of pectin gels inves-
tigated by microrheology (Vincent & Williams, 2009). Two kinds of
gels have been obtained, one network done of semi-flexible poly-
mers, the other one composed of flexible polymers. The flexible one
is obtained by de-esterification of HM pectin by a plant PME in the
presence of calcium whereas the semi-flexible one is obtained by
calcium addition after enzymatic de-esterification with the same
enzyme. The length of the generated blocks was short in the flexible
network. Each binding calcium pectin zone had only the minimum
length for ensuring stability at a pre-requisite temperature (Vincent
& Williams, 2009). From the results, it can be hypothesized that the
presence of calcium ions could generate a steric hindrance for the
interaction between PME and pectin. A junction zone is formed each
time enough contiguous free galacturonic acids are liberated by O-
PME’s action. These junction zones can create steric hindrance, and
trigger O-PME uncoupling. This theory concords with the decrease
of O-PME affinity for pectins in presence of calcium reported here
and the competitive inhibitor role of calcium reported by Charnay
et al. (1992).

The decrease of the block length has also been observed when
O-PME acts in an acidic medium suggesting a modification in the
0-PME mode of action according to pH (Cameron, Luzio, Goodner,
& Williams, 2008). This observation has also been reported on apple
PME (Deneés et al., 2000).

In the present study, the chosen pH is 6. pH value seems to have
no effect on Aa-PME processivity as no differences have been found
between the demethoxylation pattern at pH 4.5 and 8 (Duvetter
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etal.,2006). On the opposite, it could lead to an intermediate degree
of processivity for O-PME.

Aa-PME led tolonger blocks on HM pectinin the presence thanin
the absence of calcium at pH 6 (Slavov et al., 2009). Indeed, Aa-PME
mode of action is giving rise to short blocks of de-esterified residues
distributed all over the chain (Fraeye et al., 2007). The block size
can be increased by several successive binding as suggested for
plant PME (Vincent & Williams, 2009) or by inducing several cat-
alytic events along the chain. Thus, this hypothesis agrees with the
increase of Aa-PME affinity for pectin in the presence of calcium.

The influence of calcium on Aa-PME demethylation pattern was
not observed on MM pectin. This difference might be due to the
lower DM of the pectin used in the present work. The appear-
ance of longer blocks depends on the initial degree of methylation.
Christensen, Nielsen, Kreiberg, Rasmussen, and Mikkelsen (1998)
measured the K;; of an orange PME (Citrus sinensis Navelina) in the
presence of pectin with different DMs (Christensen et al., 1998).
They reported an increase in the affinity concomitantly with an
increase of DM. Here, the MM pectin used has a relatively low DM,
which allows a weak previous gelation in the presence of calcium.
It means that pectin with a DM of 46 already have blocks of free
galacturonic acid long enough to allow junction formation thanks
to calcium ionic linkages, as shown by the initial value of DBabs
of 16%. The probability of having contiguous free galacturonic acid
is higher with DM 46% than with DM 71%. Moreover, in the pres-
ence of calcium, part of the starting points for PME demethylation
might be unavailable for the enzyme as they are involved in ionic
interactions with calcium. In the case of HM pectin, less galactur-
onic acid are involved in such interaction and thus available for
enzyme action. Hence, the modification of PME behaviour might
be a consequence of several factors: a modification of the electro-
static potential, a steric hindrance provoked by the formation of
junction zone and destabilizing the PME, less accessibility to the
starting sites required for demethylation.

4.3. Relationship between gel properties and pectin structures

The systems formed by Aa-PME or O-PME in the presence of
MM pectin and calcium exhibited differences in their evolution
into gels. Rheological measurements showed differences in the
gel strength after 24 h. O-PME-formed gel exhibited a G’ value 1.7

fold higher than Aa-PME’s one whereas the pectin DM is higher
than the one obtained for pectin after action of Aa-PME. This phe-
nomenon, already observed with HM pectin (Slavov et al., 2009)
can be explained by the differences in DBabs values. Indeed, DBabs
seems to better correlate with elastic modulus than the DM does
(Fraeye et al., 2010a; Strom et al., 2007). For 24 h of demethylation,
the DBabs reached with O-PME is higher than the one obtained
with Aa-PME. The delayed gelation kinetics is observed when Aa-
PME acts on MM pectin in the presence of calcium and not with
O-PME. Even with this delayed gelation, rearrangements occur in
the network with Aa-PME and lead to close final characteristics of
the gel. Moreover, a linear relation exists between DBabs and the gel
strength when O-PME acts on MM pectin in the presence of calcium
(Fig. 6). On the contrary, in the presence of Aa-PME, this relation
can be divided in two parts: a linear relation at the beginning of
the kinetics with a different slope than the one obtained with O-
PME, and another part where the values tend to join O-PME’s ones.
These observations suggest the appearance of a change in Aa-PME
kinetics, which can modify the evolution of the gel strength.

5. Conclusion

O-PME in the presence of calcium exhibited less processivity on
MM pectins than on HM pectin. On the opposite, the effect of cal-
cium on the pattern of demethylation of MM pectin with Aa-PME
was reduced. The presence of calcium modulates O-PME activity
on MM pectins but may be not the only origin for the modifications
observed in PME’s behaviour. As already suggested, gel formation
can generate physical constraint for PME influencing its diffusion
and inducing changes in its activity. The influence of the environ-
ment state on the diffusion of PME will be analysed to investigate
this issue.
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Diffusion multi-échelle de Pectine Méthylesterasegans différents systemes pectiques.
Conséquences biochimiques et structurales.

Résume :

Les pectines sont des polysaccharides de la pa&gétale couramment utilisés en
industrie comme agent gélifiant ou stabilisant. pestines méthylesterases (PME) modifient
la capacité de gélification des pectines en présdecalcium. L'action des PME en présence
de pectine et de calcium permet I'obtention d’'ustése gélifié. Différentes cinétiques de
gélification peuvent étre observées selon l'origde la PME utilisée. Dans ce systeme,
l'action de I'enzyme induit la structuration du mai qui a son tour influerait sur le
comportement de I'enzyme. Afin d’appréhender ceénpmeénes, I'action des PME sur les
pectines ainsi que leur diffusion ont été étudidans différents systemes : non structuré
(solution de pectine), en cours de structuratioglmge pectine-calcium), et préalablement
structuré (gel). Le mode d’action de PME d’origingsgétale ou fongique a été étudié en
caractérisant les paramétres catalytiques et enrar@ses caractéristiques biochimiques des
pectines obtenues aprés action de I'une ou l'aléseePME. La présence de calcium influence
differemment le comportement des deux enzymes a&updctine, selon leur origine.
Différentes techniqgues macroscopiques et microge@si (Spectroscopie de Corrélation de
Fluorescence, Fluorescence Recovery After Photohileg) ont été mises en ceuvre pour
caractériser la diffusion. La comparaison entreglgselles micro- et macroscopique a permis
de mettre en évidence des différences de compantetieediffusion des deux PME vis-a-vis
de I'environnement et de leur origine, qui ont kgiées a l'activité et au mode d’action des
PME.

Mots clés : Gel ; degré de méthylation ; milieuénégjeéne ; cinétique de gélification

Multi-scales diffusion of Pectin methylesterases idifferent pectic environments.
Structural and biochemical consequences.

Abstract :

Pectins are plant cell wall polysaccharides anccanemonly used in the food industry
as gelling and stabilizing agents. Pectin methglases (PME) can alter pectin structure and
transform their gelling properties in the presemtecalcium. The action of PME in the
presence of calcium can lead to a gelified sysfiffierences in the gelation kinetics can be
observed according to the origin of the PME usedhis system, action of the enzyme leads
to environment structuring which could thereaftéie@ the enzyme behavior. In order to
grasp this phenomenon, PME’s action on pectin &med wiffusion have been studied in
different environments: unstructured medium (pesttution), in process structuring medium
(pectin-calcium mixture), and structured mediume Thodes of action of plant and fungal
PME have been studied by determining their catalyirameters and by measuring pectins
biochemical characteristics after the action oftthe PME. The presence of calcium affects
in a different way PME’s behavior according to tharigin. Different macro- and
microscopic techniques (Fluorescence Correlatiomc®pscopy, Fluorescence Recovery
After Photobleaching) have been used to charaetdPlIE’'s diffusion. The comparison
between micro- and macroscopic scale showed difée® in the diffusion behavior of the
two PME towards the environment and their origifisese observations have been linked to
activity and mode of action of PME according to ém¥ironment.

Keywords : gel ; degree of methylation, gelationetics



