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Résumeé

Il'y a 10 ans, lorsque I'étude des réserves végétatives carbonées chez les plantes ligneuses
a nécessité le choix d'une méthode de dosage des glucides non structuraux, nous avons
été confrontés a une grande diversité de protocoles ainsi qu'a une description et a une
justification des procédures souvent insuffisantes. C’est encore le cas aujourd’hui, méme si
les démarches actuelles vers «I'assurance qualité » et 'exigence croissante des revues
scientifiques incitent les auteurs a mieux considérer les conditions expérimentales et les
performances analytiques en fonction des objectifs. 1l nous a donc paru opportun non
seulement de rappeler I'intérét agronomique et les informations physiologiques procurés
par les composantes glucidiques mesurées mais également d’énoncer les contraintes
inhérentes au matériel végétal, aux propriétés physico-chimiques des sucres recherchés et
aux techniques d'analyse employées. Sans étre exhaustif, ce rapport s’appuie néanmoins
sur une bibliographie conséquente, en particulier pour l'analyse des sucres, et sur
quelques observations expérimentales, essentiellement pour souligner I'influence de la
préparation des échantillons sur le résultat analytique. Il s’adresse en priorité a tous les
expérimentateurs désireux de faire doser les glucides non structuraux sur des échantillons
de plantes ligneuses et qui souhaitent adopter un protocole cohérent avec des dosages
souvent décalés en temps et en lieux. Il les aidera a mettre en adéquation leurs moyens
humains et techniques avec les possibilités analytiques.

Mots clés : Méthodologie ; Techniques d’analyses ; Production végétale.

Summary

From sampling to measurement: a few thoughts about non structural carbo-
hydrates analysis in woody plants.

The carbon budget of woody plants has recently become a main goal for plant
physiologists. Many studies deal with the way it is affected by climate (temperature or CO,
levels) or culture conditions (fertilization or water availability). Therefore, the needs for
the chemical determination of non structural carbohydrates (NSC) in all the plant organs
have strongly increased during the last decade. We intend here to assess the existing
methods and analytical procedures currently available with regard to the biochemical and
size specificities of woody plants and to the diversity of experimental goals and
constraints. Non structural carbohydrates are defined as the sum of starch and sugars
soluble in the water present in the cell (hereafter SS). They appear to be very sensitive to
degradation by heating or enzymatic transformation, and therefore request important
precautions throughout the analytical pathway. Each step of the procedure is detailed and
evaluated. The preparation of the sample has to be precisely described since parameters
such as sample size, sampling hour and duration, delay before refrigeration affect the final
results. Sampling induces a stress which modifies the metabolism of the plant. These
perturbations can be limited by cooling, or by freezing (sample immersion) in liquid
nitrogen. It must be followed by drying, which is the only way of completely stopping the
metabolism of the cell and of avoiding the further degradation of the biochemical




compounds. Indeed, some enzymes like invertase are active at —20°C. The most used, and
less damaging, method is freeze-drying as the combination of vacuum and of low
temperature avoids irreversible biochemical changes. Conversely, during hot-drying, NSC
composition can be modified by enzymatic catabolism, starch or sucrose hydrolysis and
by browning which occurs above 50°C. Thawing increases those risks since the cell walls
have previously been broken by freezing. However, freeze-drying does not perform a
complete water extraction, even when the temperature is increased to 40°C at the end of
the process. The accuracy of the chemical determinations depends on the fineness of
grinding. For good results in starch analysis, particles have to be smaller than 45 pm. Using
a ball grinder which allows the temperature to be kept low by immersing the plant
material and bowls in liquid nitrogen is a good method. If the sample could not be dried
before grinding, special attention must be given to this last point to avoid thawing and
subsequent sample degradation. During storage, the plant material is rehumidified. For
instance, peach tree powder, stored during 3 months at - 80°C in airtight pillboxes, took in
1% water. Therefore storage duration before analysis should be limited. Soluble sugar
determination is rather sophisticated in woody plants since the different organs exhibit
highly variable concentrations and matrix effects. The diversity of the existing methods
reflects the diversity of the problems which have to be solved during SS extraction. This
first step, leading to supernatant (SS)/residue (starch) separation, is achieved through
decantation after soaking, rarely after percolation. Complete SS extraction is generally
obtained by repeatedly soaking dried aliquots (< 200 mg) in a volume of solvent which
varies from 2 to 35 mL. Accurate and reproducible results may be obtained with only
50 mg of dried aliquot. The extraction medium is sometimes pure water, but it often
contains alcohol which avoids biochemical contamination and furthurs the solubilisation
of oligosides whose molecular weight is lower than 2,000. Alcohol concentration ranges
from 40 to 90% (70-80%, most usual). Extraction methods also differ by temperature (+ 4°C
to 100°C), duration (10 min to 20h) and number (2 to 5) of soaking periods. Next, the
supernatant is purified, according to the needs of the chemical determination process.
Phenols and pigments are usually eliminated either by chloroform extraction, trapping by
polyvinylpyrrolidon (PVP) or animal charcoal. Exchanging ion resin is also used,
especially when compounds other than sugars are also determined. Several determination
methods are available: enzymatic methods are sensitive and adapted to selective sugar
determination and do not request a strong purification of the supernatant. Their use is in
constant increase due to their automation and miniaturization; liquid and gas chromato-
graphy require a previous preparation of the supernatant. In GC, sugars are transformed
into volatile components by derivatization. In HPLC, a severe purification of the
supernatant is requested since additional compounds could interfere with chromatogram
resolution. These constraints are however compensated by the complete and concomitant
quantification of each sugar; colorimetric methods usually allow soluble sugars to be
globally determined. But their use tends to decrease in spite of their easy use, complete
automation and lower costs. The elimination of phenols in the supernatants before
colorimetric resolution is essential. The anthrone method which can be used on alcoholic
extracts, is the most currently implemented, in spite of the fact that polyols are not
accounted for and although its sensibility depends on the nature of the soluble sugar
mixture concerned. Starch determination is usually obtained by glucose determination
following starch hydrolysis. Generally, it has to be performed on the residues remaining
after soluble sugar extraction even if this step is not indispensable. Starch solubilization is
preferably done by autoclaving (1 h, 1 bar, 120°C) as it is softer and more respectful of
sample structure than a chemical attack (acid or basic) which could release glucose from
the cellulose or hemicellulose chains. For depolymerization, the enzymatic method,
which is specific to starch, has to be preferred to an acid or an alcalin hydrolysis.
Amyloglucosidase, for which well purified extracts are now available, is often used on its
own as a depolymerisation enzyme. The resulting glucose can then be quantified by an
enzymatic method. Thus, the results are more accurate than those of colorimetric
methods, or those of more expensive and time-consuming chromatographic methods.

Key words: Methodology; Analysis techniques; Vegetal production.
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a réalisation de bilans nutrition-

nels, 'étude des mécanismes de la

régulation, de I'absorption, du
transport et de l'allocation des assimilats
carbonés, ou encore de la gestion des
réserves  glucidiques, nécessitent le
dosage des glucides non structuraux
(GNS). Dans le cadre de nos recherches
écophysiologiques, nous réalisons ainsi
chaque année plus d'un millier de bilans
glucidiques. Ces analyses portent sur tout
ou partie de la plante a différents stades
phénologiques (états de développements
de l'arbre caractérisés par 'observation
visuelle d’'un organe) et concernent plu-
sieurs especes ligneuses fruitieres (pé-
cher, prunier, tomate, kiwi, goyavier frai-
sier, caféier, etc.). On distingue d'une part
les sucres solubles dans I'eau (SS), pré-
sents dans la cellule au niveau du cyto-
plasme et des vacuoles, dans la seve
élaborée, et participant au métabolisme
intermédiaire et, d’autre part, les sucres
dit de réserve, généralement assimilés a
I'amidon chez les ligneux. Bien que cou-
ramment pratiqué, leur dosage reste sou-
vent problématique. Nous y voyons deux
raisons essentielles :

* Les analyses des GNS concernent I'en-
semble des parties ligneuses de la plante.
La diversité biochimique, intra- et a for-
tiori inter-especes végétales, confere a la
structure des échantillons un effet matri-
ciel aléatoire, interférant avec la détermi-
nation des sucres. Les chercheurs ont
multiplié les méthodologies propres a
résoudre ponctuellement leur probléma-
tique en considérant notamment la taille,
la variabilité phénotypique et la nature
des constituants biochimiques des échan-
tillons. Les procédures ainsi élaborées
sont généralement longues et complexes.
La lourdeur des moyens mis en ceuvre
impose souvent un compromis entre les
attendus scientifiques de l'expérimenta-
tion et les disponibilités humaines, tech-
niques ou financieres. Ainsi les méthodes
de dosage, sont choisies en fonction des
objectifs scientifiques mais également des
possibilités humaine et matérielle, et de
I'histoire scientifique du laboratoire.

* Les sucres sont des composés relative-
ment instables dans un milieu biochimique
actif (influences enzymatique et hormo-
nale). La fragilité de I'état glucidique d'un
échantillon ligneux génere des contraintes
expérimentales destinées a préserver son
intégrité.

Par conséquent, la fréquente complexité
des méthodes de dosages des GNS chez
les ligneux est en grande partie liée a la
préparation d’extraits glucidiques et a
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I'élimination des interférences matriciel-
les sans altérer l'intégrité des sucres. La
volonté d'établir un bilan qualitatif et
quantitatif des GNS conduit a considérer
la procédure expérimentale dans son en-
semble, de la collecte des échantillons au
dosage, en passant par le broyage et le
stockage.

Apres une présentation rapide des notions
de SS, de sucres de réserves mobilisables
a court ou a long terme, nous proposons
donc de faire un bilan comparatif, exhaus-
tif, des procédures de dosages des GNS,
disponibles chez les ligneux.

Caractérisation
des glucides
non structuraux

Les sucres constituent a la fois la princi-
pale réserve d’énergie et la plus impor-
tante source de carbone pour la construc-
tion des tissus végétaux. La plante s’assure
une disponibilité permanente en consti-
tuants de réserve plus ou moins labiles.

Notions
de sucres de réserve
et de sucres solubles

Le terme de réserves est employé par
opposition 4 structure, transport ou méta-
bolisme. L'importance physiologique des
réserves est attestée par le fait que leur
masse constitue un excellent indicateur
de l'état sanitaire et de la vigueur de
l'arbre : chez le noyer, la croissance d'un
organe donné est quasiment synchrone
avec la reconstitution de son stock d’ami-
don [1].

Seul I'amidon est une forme exclusive de
stockage qui répond parfaitement a la
définition de réserve. C’est un glucosane
(uniquement formé de glucose) rencon-
tré sous forme de grains dont la morpho-
logie varie selon les especes. Il est consti-
tué en proportion variable d'amylose
(chaines linéaires a liaisons o 1-4, PM 150
a 600 Kda) et d’amylopectine (chaines
linéaires liaisons o 1-4 et latérales o 1-6,
PM de plusieurs millions). On exclut de
ces réserves potentielles les constituants
pariétaux dont la remobilisation est
controversée : cellulose et hémicellulose
pourraient étre hydrolysées en hiver pour
couvrir des dépenses de respiration [1-3].
Les sucres solubles dans I'eau constituent
une source glucidique rapidement méta-

bolisable et couvrent les besoins imme-
diats de la plante. Ce sont des intermé-
diaires métaboliques qui sont également
une forme de transport et qui peuvent
étre, dans certains cas, considérés comme
une forme de stockage. Ainsi, le saccha-
rose, sucre soluble majoritaire de la plu-
part des especes, contribue largement au
stockage hivernal en s'accumulant dans
les vacuoles. Son accumulation est initiée
par une baisse des températures hiverna-
les et contribue a augmenter la résistance
au froid [4] : la température de congéla-
tion s'abaisse suite a 'augmentation de la
pression osmotique sur robinier [5], sur
peuplier [6]) donnant au sorbitol un role
cryoprotecteur des membranes et des
protéines cellulaires.

En dépit de leur importance pondérale
chez certaines especes, le role des alditols
en tant que réserve apparait négligeable.
Les rosacées fruitieres notamment, se dis-
tinguent par leur haute teneur en sorbitol
[7, 8] qui semble étre principalement une
forme de transport. En effet sa concentra-
tion, importante dans les feuilles exporta-
trices et dans le phloeme (environ 50 %
des sucres solubles [8-10]), est inférieure a
1 % dans les puits trophiques : bois, raci-
nes, fruits et pousses feuillées ([11] sur
pécher, [12] sur abricotier, [13] sur pom-
mier, [14] sur pécher). Les autres sucres
(glucose, fructose et maltose) peuvent
étre considérés comme des métabolites
intermédiaires a durée de vie relative-
ment courte. Chez des arbres jeunes (sans
fruit), leur importance pondérale est né-
gligeable, a I'exception du maltose, pro-
duit en quantité assez importante par
I'hydrolyse des dextranes [15-17] en
période préhivernale d’interconversion
amidon-saccharose. Ce composé peut,
dans ce cas précis, étre assimilé a une
forme de réserve dans la mesure ou sa
formation résulte du mécanisme d’inter-
conversion.

Les compartiments de GNS

Chez les végétaux pérennes, les réserves
glucidiques peuvent étre considérées a
plusieurs échelles de temps. Les varia-
tions de lactivit¢ photosynthétique au
cours du nycthémere générent la consti-
tution de réserves a court terme. Etant
donné les délais d’acheminement vers les
puits trophiques (24 h pour 50 % des assi-
milats, 5 jours pour la totalité d’entre eux
(1D la majorité du carbone remobilisé
dans les 5jours suivant l'assimilation
photosynthétique fait partie de ce « pool ».
Les réserves a long terme permettent de
gérer les écarts entre l'offre et la demande




propres a chaque stade phénologique.
Une accumulation de sucres permet d’as-
surer la survie de la plante pendant la
période ou le bilan énergétique est néga-
tif, lorsque les rameaux ne portent pas de
feuilles fonctionnelles. Ce stockage dé-
marre trés tot, soit environ 6 semaines
aprés l'apparition des premieres feuilles
[1].

Kajji évoque également l'existence d'un
troisieme « pool » de réserves dit de « sécu-
rité ». Composé exclusivement d’amidon
agé de plus d'un an, et inerte en condi-
tions de cultures normales, il serait uni-
quement mobilisé en cas de stress trophi-
que important.

1l est difficile de quantifier précisément
chacun de ces « pools » de réserve car les
sites de stockage ne sont ni cloisonnés ni
spécifiques (organes, tissus ou organites
cellulaires). On peut néanmoins mention-
ner le cas des chloroplastes dont 'amidon
est rapidement mobilisé et, a 'opposé,
celui des cernes de bois de plus de 2 ans
(tissu) ou seraient stockées des réserves
dites « de sécurité » [1].

L'existence d'un seuil de réserve carbo-
née minimal, nécessaire a la survie de
l'arbre, en dessous duquel la croissance
s'arréte, n'a pas été établie. Néanmoins,
nous connaissons chez le pécher I'impor-
tance des glucides de réserve, notamment
pour pallier le déficit nutritionnel cons-
taté lors du débourrement (Jordan, non
publié).

Préparation
de I'échantillon

La préparation des échantillons est réali-
sée suivant divers protocoles pas toujours
justifiés au regard des attendus scientifi-
ques de lexpérimentation chez les
ligneux. De plus, elle n'est pas toujours
completement décrite. Les rares études
méthodologiques réalisées des 1973 par
Smith [18] et, plus récemment, par Hen-
drix et Peelen [19] montrent pourtant que
le prélevement, le transport, la conserva-
tion et la préparation de ['échantillon
affectent le résultat. Nous considérons
donc toutes ces étapes comme des points
critiques, particulierement sensibles et
devant étre maitrisés.

Prélevement

Les nombreuses stratégies d’échantillon-
nage dans l'atbre qui releévent plus du

projet expérimental et du traitement sta-
tistique des données, de méme que les
conditions environnementales du préle-
vement  (température,  hygrométrie,
période jour-nuit, etc.), sont habituelle-
ment bien décrites et ne seront pas évo-
quées ici. Cependant, d’autres parametres
influents, sont souvent mal considérés.

I est essentiel de respecter un horaire de
prélévement précis, notamment lors de
répétitions sur des pas de temps courts
(jour, semaine). On observe en effet des
variations importantes, au cours du
nycthémere, du bilan glucidique d'un or-
gane comme les feuilles ou les racines de
salade [Adamowicz, non publié]. Rares
sont pourtant les auteurs qui mentionnent
un horaire de prélevement, a I'image de
Roper, et al. [20] (prélevement réalisé
2 heures apres le lever du soleil) ou
Wullschleger, et al. [21] (trois préleve-
ments sur 24 h).

La masse d’échantillon a traiter est égale-
ment un parametre de variabilité. Ainsi,
I'échantillonnage d’'un arbre entier adulte
peut nécessiter une journée et mobiliser
une grande diversité de moyens humains
et techniques. Cest une variable expéri-
mentale importante que seul peut mini-
miser un respect strict de la procédure de
manipulation de I'échantillon. Il est essen-
tiel de standardiser I'ordre et 'heure de
collecte des différents organes afin de
minimiser I'impact de ces variables sur la
composition biochimique d'échantillons
de méme nature.

Le prélevement d’un échantillon s'accom-
pagne d’une phase de stress aux consé-
quences mal évaluées. Les enzymes, voire
les hormones libérées a proximité de la
blessure, peuvent occasionner un cata-
bolisme glucidique dont I'incidence est
inversement proportionnelle a la masse
de I'échantillon. Ce phénomene peut étre
ralenti par refroidissement du végétal pré-
levé. L'immersion dans l'azote liquide est
la solution la plus performante. La congé-
lation de tous les tissus, méme les plus
internes du végétal, est instantanée.
Elle provoque en outre un éclatement
cellulaire qui favorise le séchage et ulté-
rieurement I'’homogénéit¢ du broyat ;
a contrario, il faut craindre une dégrada-
tion rapide apres décongélation [18]. L'im-
mersion dans l'azote permet également
d’allonger sans risque le temps de préle-
vement et de transport au laboratoire. En
absence d’azote liquide, la neige carboni-
que offre un pouvoir refroidissant plus
lent. La glaciere réfrigérée est encore pré-
férable a la conservation a température
ambiante, mais la procédure de rapatrie-

ment des échantillons au laboratoire pour
y étre congelés, doit étre rapide. Dans
tous les cas, il est souhaitable d’éliminer
au moment du broyage, les zones pro-
ches des blessures afin d’atténuer 'impact
du catabolisme occasionné.

Outre le refroidissement, il existe d'autres
facons de fixer I'échantillon apres préle-
vement : Holligan et Drew [22] propo-
sent, par exemple, d'immerger immédia-
tement les organes prélevés dans
I'éthanol froid 95 % (V/V). Si ce procédé a
le mérite d’arréter le métabolisme cellu-
laire, il engage l'étape d’extraction des
sucres solubles sur du matériel frais non
broyé (voir ci-apres) et hypotheque des
analyses autres que glucidiques (acides
aminés libres, par exemple).

Bien qu’avérés, ces risques métaboliques
ne suscitent pas toujours les précautions
qui s'imposent lors du prélevement et du
transport des échantillons. La lourdeur
expérimentale, difficile a assumer et dont
les avantages sont mal estimés, en est
probablement la raison majeure, mais leur
mise en ceuvre est également parfois im-
possible. Ainsi, le travail sur des arbres
entiers adultes nécessite souvent des pré-
levements volumineux, incompatibles
avec une immersion dans I'azote liquide
(chez le pécher [23,24]). Paradoxalement,
alors que l'intégrité de I'échantillon est
difficilement maintenue, les manipula-
tions susceptibles de le dégrader sont
plus nombreuses. Les quantités de bio-
masse sont telles qu'il est indispensable
de ne conserver qu'une fraction représen-
tative de chaque organe, ce qui implique
souvent un broyage grossier, dans la
neige carbonique, des échantillons frais
des ce stade expérimental.

Cette charge expérimentale liée a la masse
végétale prélevée a pour autre consé-
quence de limiter le nombre de répéti-
tions par traitement (entre 2 pour Kajji [1]
et 6 pour Yoshioka et al. [25]), et ce,
malgré la variabilité individuelle rencon-
trée chez les ligneux.

Dans tous les cas, il est important de bien
évaluer les moyens disponibles et de
convenirdeslimitesarespecterdansl’inter-
prétation des résultats.

Séchage

Destiné a faciliter la conservation et la
manipulation d'un échantillon a doser, le
séchage permet également de mesurer la
teneur en matiére séche (MS), en fonction
de laquelle les teneurs en GNS sont
habituellement exprimées. Un séchage
inapproprié  peut affecter lintégrité
biochimique de I'échantillon, a savoir
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entrainer des modifications irréversibles
[19]. Pour les GNS, les risques encourus
sont la réaction de Maillard (caramélisa-
tion), le catabolisme et I'interconversion.
Pour y contrevenir, il faut considérer plu-
sieurs parametres qui tiennent a la fois de
I'échantillon (volume, poids, nature) et
des conditions de séchage (principe, tem-
pérature, durée).

Excepté la dessiccation a température am-
biante, deux méthodes de séchage se
pratiquent au laboratoire : 4 chaud (étuve
ventilée ou non, avec ou sans vide), a
froid et sous vide (lyophilisation). Consi-
dérée depuis longtemps comme la plus
performante (sur la luzerne [18)]), la
lyophilisation est utilisée de préférence
pour sécher les échantillons ligneux (ta-
bleau 1). Son emploi n'est pas systémati-
que, probablement par manque d'équi-
pement (couts d’investissement et
d’entretien élevés), du fait de la moindre
capacité des lyophilisateurs, voire de la
longueur du séchage (3 a 8 jours selon la
taille, la densité et la teneur en eau des
échantillons).

Le séchage a I'étuve d’échantillons conge-
1és (cf. infra, le paragraphe Stockage)
démarre par une phase de décongélation
et par la reprise potentielle d’'une activité
métabolique propice a la transformation
significative de certains sucres. Si la
congélation est le meilleur moyen de
préserver l'intégrité d'un échantillon frais,
le dégel est le moyen le plus str de la
perdre, comme en témoignent nos don-
nées expérimentales (figure 1). Un dégel
de quelques heures au-dessus de 0°C
provoque la quasi-disparition du saccha-
rose et 'augmentation du glucose et fruc-
tose. Selon Hendrix et Peelen [19] une
altération de la composition en SS serait
effective aprés seulement 15 minutes de
dégel et d’autant plus importante que la
teneur en saccharose des végétaux
(coton, melon) est basse. La rupture de la
structure cellulaire et la mise en contact
des solutés des différents compartiments
cellulaires  (invertase et saccharose
vacuolaires, entre autres), provoquées
par 'enchainement congélation-décongé-
lation, expliquent la rapidité et I'impor-
tance du catabolisme. Ce phénomene
peut étre favorisé par la rupture des parois
cellulaires lors de I'immersion des échan-
tillons prélevés dans l'azote liquide, ce
qui n'est donc pas souhaitable dans
I'hypothese d’'un séchage a I'étuve.

La ventilation de I'étuve et I'étalement
« monocouche » des échantillons facilitent
le séchage et évitent des phénomenes
d’échauffement particulierement redou-
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Figure 1. Conséquence d'une décongélation accidentelle d’échantillons frais de racines et d'écorces de
pécher sur la composition en sucres solubles (glucides non structuraux autres que I'amidon).

Les échantillons prélevés ont été plongés, des leur constitution, dans I'azote liquide puis stockés a - 20 °C. Une
partie de ces échantillons a subi une remontée progressive en température jusqu’a 18 °C avant d'étre recongelée.
Tous les échantillons ont ensuite été lyophilisés, broyés et analysés pour leur composition en sucres solubles
selon la méthode de Gomez, et al. [53]. Les traits verticaux représentent |'écart type.

Figure 1. Unfortunate thawing result on soluble sugar contents of peach root and bark fresh samples.

tés avec des lots de feuilles. Une étude
expérimentale classique sur plante
entiere, génere une grande diversité
d’échantillons qui doit étre prise en
compte. L'étuvage d'échantillons de
méme nature devrait permettre d’optimi-
ser ces conditions de séchage. La multi-
plication incidente des procédures expli-
que cependant que cette démarche ne
soit pas adoptée dans la pratique.

Les conditions de séchage sont tres varia-
bles : les échantillons destinés a 'analyse
des sucres peuvent étre soumis plusieurs
heures a des températures égales ou
supérieures a 80 °C (48 h chez le prunier
[26]). Néanmoins, le risque de caraméliser
des sucres incite en général a travailler a
des températures plus basses, voisines de
00-65 °C pendant 72 h et plus (tableau 1).
La durée d’étuvage peut s'allonger pour
des températures encore plus basses :
Blunden et Wilson [27] préconisent
5jours a 50 °C, pour sécher des graines
de patience, de ronce et d’ortie. Sécher a
ces températures évite la caramélisation
mais reste propice aux métabolismes
enzymatiques, également favorisés par la
présence prolongée de l'eau. Travailler a
05-70 °C sous vide en présence d’un des-
sicant (P205) semble un bon compromis,
méme si on ne peut éviter des conditions
défavorables en début de séchage, lors-
que I'échantillon frais est introduit dans
I'étuve. La crainte d’'une disparition de
sucres simples par catabolisme oxydatif
[18] ou d'une simple interconversion des
SS (i.e. transformation d’un sucre en un
autre par voie enzymatique) conduit a
n'exploiter que la somme totale des SS
[28]. Une évaluation globale des teneurs
en GNS serait méme préférable dans la
mesure ou Smith [18] note la disparition

de I'amidon de luzerne lors d’un séchage
a l'étuve. L'hydrolyse de 'amidon serait
drautant plus élevée que la température
d’étuvage est basse (de 0% pour un
séchage a 100 °C a 50 % a 25 °C). Selon
Smith (1969) cité par Worley [29], un
premier séchage d’échantillons ligneux
de 90 min a 100 °C suivi d'un second a
70 °C pendant une nuit limiterait les per-
tes en CHO a ce qu’elles sont lors d'une
lyophilisation.

La lyophilisation, éventuellement apres
broyage a froid de matériel frais volumi-
neux [28], parait étre la meilleure techni-
que de séchage. Elle garantit, a priori,
lintégrite des glucides et s'avere le pas-
sage idéal entre I'étape de stockage d'un
échantillon frais, biochimiquement tres
instable, et le stockage a I'état déshydraté
inerte. L'immersion préalable des échan-
tillons dans l'azote liquide limite les ris-
ques de dégel et entraine la rupture des
parois cellulaires, ce qui facilite 'extrac-
tion des molécules d’eau lors de la
lyophilisation et augmente la porosité du
matériel végétal [30]. Une autre solution
pratique consiste a ne lyophiliser qu'une
partie de I'échantillon, constituée au ha-
sard [23], ce qui pose cependant des
problémes de représentativit¢ quand on
sait que le dépdt de sucre n’est pas uni-
forme dans un organe donné.

La durée nécessaire au séchage est varia-
ble selon les organes (2 jours pour des
feuilles, 6 pour du bois) et généralement
supérieure a ce qu'elle serait a I'étuve. La
lyophilisation ne permet pas une dés-
hydratation aussi complete que le pas-
sage a I'étuve, et ce malgré une remontée
en température a 40 °C usuellement prati-
quée en fin de séchage.




Tableau 1. Principales procédures de préparation des échantillons ligneux et d’analyse des sucres solubles.
Table 1. Main procedures for sample preparation and soluble sugar measurement in ligneous plants.

Traitement des échantillons

Extraction des SS

Réf. Année Plante Organe Séchage * Broyage + PE Solvant Durée, T° Purification Dosage
[35] 1993 cotonnier feuille lyoph Disques tissus E 15430 min charbon enzymes
[64] 1991 pécher feuille 500 mg congelés 20 mL MCW (6 :3:1) 2h enzymes
broyés dans N lig puis 8 mL W (kits)
[21] 1992 peuplti)(!ar, chéne feuille morceaux frais EB0 % charbon enzymes
anc
[121] 1998 peuplier tige feuille, racine 48 h, 70 °C 50 mg broyés 5mL taompo'\r}| acétate 40 min enzymes
|
[122] 1985 pommier tige, feuille, racine lyoph 200 mg broyés 5 mL E80 % bouillant 5 min résine enzymes
(40 mesh)
[27] 1985 poirier bourgeon 5. 50°C 50 mg broyés 5 mL M62,5 % agitation, 1 nuit, T°  a. perchlorique enzymes
moulins ambiante charbon
[12] 1985 abricotier feuille MCWF (12 :5 :2 :1) -25°C résine CPG
[123] 1987 pécher écorce, phloeme lyoph 100 mg broyés 4 mL a.1p§r'(\:/?lorique 30 min, 0 °C CPG
[124] 1999 pécher tige, fruit lyoph 100 mg ((ftige)s) 75 mg M80 % CPG
ruit
[25] 1988 pommier bois, écorce, broyés dans E80 % E80 % bouillant 15 min, 80 °C CPG
racine
[66] 1973 prunier feuille, tige, racine lyoph 10(0 g1g br%és E80 %-E50 %-E80 % résine CPG
40 mes
[19] 1987 cotonnier feuille Feuilles broyées dans E bouillant 30 min résine + C18ou  CLHP
E (1) + hexane (3) charbon ou
enzymes
[125] 1987 épicéa bois 24 h, 60 °C broyage, 5 min E80 % (1,5mL/h) CLHP
[69] 1985 Eunonimus feuille lyoph 50 mg broyes au MCW (percolation) résine CLHP
Jjaponica mortier
[4] 1999 framboisier tige, bourgeon lyoph 10 mg broyés 4 mL E80 % 40 min CLHP
[63] 2002 pécher feuille, écorce, lyoph broyage (< 45 ym) MCW (5 :5 :3) agitation, 20 min, C18 CLHP
bois, racine 4.:°C
[54] 1993 pin aiguille, tige, lyoph 500 mg broyés 30 mL W + résines  agitation, 1 h, T° résine CLHP
racine ambiante
[50] 1996 pin racine 35 a 150 mg frais 0,5 mL E80 % 30 min, 80 °C résine CLHP
[47] 1973 pommier branche, tronc, 10a20gde M80 % ébullition puis 4- CP + €
racine morceaux frais broyés 6h
dans M
[44] 1979 pommier feuille, tige, racine non morceaux frais broyés M80 % CM
dans M80
[75] 1964 hétre racine E80 % bouillant sous 30 min hydroxyde de Ba anthrone
reflux résine cu*
[29] 1979 pécanier feuille, tige, tronc, 10 min, broyés (60 mesh) E80 % puis E60 % anthrone
racine, écorce, 100 °C
bois + 1 nuit, 70 °C
[126] 1982 abricotier tige 500 mg broyés E80 % 20 min Anthrone
utt
[127] 1988 ailante glanduleux  tige, bourgeon 2g fraisEbroyés dans E bouillant anthrone
80 %
[28] 1996 pécher feuille, tige, racine lyoph 100 mg broyés 4 mLMCW (12 :5:3) 30 min, T° PVP anthrone
(< 40 pm) ambiante
[128] 1997 pécher feuille Disques feuille frais  E80 % (SS) ou 5mL anthrone
(1g W4 -°C CLHP
(sorbitol + saccharose)
[62] 1977 pécher feuille, bourgeon, lyoph 250 mg broyés 25 mL H3BO3 0,1M Acétate de Na orcinol
pH8 Oxalate de K
[45] 1986 coniferes aiguille, tige, E80 % résine phénols
racine CM + '“C
[129] 1990 pécher tige 90°C 3 gdumeélange (100 g 40mL E95 % puis 10 min, 60 °C phénols
sec broyés + 100 mLW) E60 %
[120] 1970 pécher bourgeon de fruit lyoph 200 mg broyés 0.2 % a. benzoique ferricyanure
(< 60 mesh)
[3] 1981 pécher tige, racine, lyoph 500 mg broyés E80 % T° ambiante ferricyanure
écorce, bois
[99] 1981 peuplier tige lyoph 50 mg broyés 3 mLMC (1 :2) puis résine DNSA,
(40 mesh) 3mLMC(2:1) + sol CM
CaCl2
[56] 1993 conifere aiguille, tige, 100°C1h broyage (< 5 mm) 35mLW A8 h, 65 °C, dialyse PAHBAH
racine puis 70 °C agitation
[78] 1977 Bryophyllum feuille frais broyé dans M80 % 20 min, ébullition résine '3C par
M80 % spectromeétrie
[63] 1979 peuplier feuille 3a50mgbroyés 2mLMCW (12 :5:3) résine e

Classement selon la méthode de dosage des sucres.

Travaux sélectionnés parmi 55 articles recensés, non redondants quant aux auteurs, matériel végétal et méthodologie.

* séchage par défaut a I'étuve sauf quand lyophilisation précisée (lyoph).

Purif : purification ; T : température ; N : azote ; lyoph : lyophilisation ; congel : congélation ; E : éthanol ; M : méthanol ; C : chloroforme ; W : eau ; F : acide
formique ; CPG : chromatographie phase gazeuse ; CLHP : chromatographie liquide haute performance ; CP : chromatographie sur papier ; CM : chromatogra-
phie sur couche mince ; PAHBAH : acide p-hydroxybenzoique hydrazine ; DNSA : acide dinitrosalicylique ; PVP : polyvinylpirrolidone.
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D’apres nos mesures, des échantillons de
tomate conservent, aprés lyophilisation,
une humidité résiduelle qui disparait pro-
gressivement a I'étuve lorsque la tempé-
rature augmente (figure 2). C'est particu-
lierement vrai avec les tiges et pétioles
pour lesquelles on mesure une erreur
relative de 6,1 % de la MS mesurée a la
sortie du lyophilisateur (valeur de réfé-
rence mesurée a 105 °C).

Il est nécessaire de limiter cette présence
résiduelle d’eau qui contribue probable-
ment au métabolisme glucidique observé

a lissue du stockage d'échantillons
lyophilisés (dans des broyats de feuilles
de blé [18], et chez le pommier [31]).

Le calcul de la MS est nécessaire afin
d’exprimer les teneurs en GNS en fonc-
tion de la matiéere fraiche. Pour les échan-
tillons ligneux, il est habituellement réa-
lisé sur une aliquote, par étuvage a 103 °C
pendant 48 h [32], et ce, malgré les pertes
éventuelles de matieére organique évo-
quées précédemment. Pour des échan-
tillons tel que les fruits, riches en GNS,;
72 ha 96 h d’étuve a 70 °C nous semblent

1 Matiéres séches des limbes
MS (g.plant™)
0,310 —
—g— pas de lyophilisation
0,305 —m— avec lyophylisation
0,300
0,295
0,290
LYOPH 65 75 85 95 105 145
Température (‘C)
Matiéres séches des tiges + pétioles
MS (g.plant!)
0,123
—g— pas de lyophilisation
0,121 —m— avec lyophylisation
0,119
0,117
0,115
LYOPH 65 75 85 95 105 115
Température ('C)
Matiéres séches des racines
MS (g.plant’!)
0,078
0,077 —8— pas de lyophilisation
—a— avec lyophylisation
0,076 i
0,075
0,074
0,073
LYOPH 65 75 85 95 105 115
Température ("C)

Figure 2. Evaluation par mesures thermogravimétriques a I'étuve, de la capacité déshydratante du
séchage par lyophilisation d’échantillons de tomates (Adamowicz, non publié).

Les teneurs en MS ont été mesurées par pesée aprés étuvage a des températures croissantes (24 h pour chaque
pallier de température) de lots de huit échantillons de limbes, de tiges + pétioles et de racines, lyophilisés (96 h)

ou non (étuve, 72 h a 65 °C).

Figure 2. Dessication capacity of freezed-drying on tomato samples, determinated by thermogravimetri-

cal measurements (Adamowicz, unpublished data).
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préférables, 'emploi d’'une étuve sous
vide permettant cependant de baisser la
durée de ce séchage a 6 h.

Dans la mesure ou l'on doit lyophiliser
intégralement un échantillon, sa teneur
en MS peut étre établie comme suit :
—pesée de I'échantillon avant et apres
lyophilisation pour déterminer sa bio-
masse apparente (MSa) ;

—mesure de son humidité résiduelle (Hr)
sur une aliquote (24 h, 103 °C). La bio-
masse seche s’'obtient en appliquant la
formule suivante :

MS = MSa (% MF)/(100-Hr (% Msa)) x 100.

Le calcul de I'humidité résiduelle est de
toute facon nécessaire avant chaque
dosage. Dans I'hypothése ou la masse
d’échantillon est trop faible, un facteur de
correction moyen propre a chaque tissu
(écorce, bois, racine..) peut étre appliqué.
Dans le cas d’échantillons de salade, I'er-
reur relative moyenne pour les MS établie
apres lyophilisation est de 2,15 % pour
des limbes, de 3,7 % pour les racines et
enfin de 6,1 % pour les tiges et pétioles
(figure 2).

Broyage

C'est une étape fastidieuse, mais de pre-
miére importance. Hautement répétitive,
sa réalisation doit étre minutieuse et non
dénaturante, pour permettre I'obtention
d’'une poudre végetale (PV) homogene
dont dépendent la précision et la justesse
des analyses. On utilise essentiellement
des broyeurs a couteaux et des broyeurs a
billes, ces derniers permettant, selon
nous, une meilleure adaptabilité des
conditions de broyage (capacité et nature
des bols, nombre de billes, vitesse, durée,
réfrigération) a la nature ligneuse de
I'échantillon et aux analyses glucidiques
programmees.

Il est rare, car plus difficile, de broyer
correctement du matériel frais [33, 34].
C'est une procédure 2 risque compte tenu
de la fragilité d’'un matériel riche en eau
(décongélation) et de la difficulté d’homo-
généisation et de récupération intégrale
du broyat. Elle permet néanmoins de
s'affranchir des contraintes liées au
séchage et au stockage de grands volu-
mes de matériel végétal. Son choix est
souvent dicté par des contraintes expéri-
mentales, liées 4 la taille et a la nature des
organes prélevés (pré-broyage de bois
[28], limbe de feuille [35], pulpe de fruit
[36]) ou encore a la spécificité des dosa-
ges (risques de dénaturation par chauf-
fage).




Le broyage concerne généralement des
végeétaux secs. La granulométrie de la PV
conditionne la représentativité de la prise
d’essai (PE) d’échantillon pour analyses,
et l'efficacité de I'extraction des GNS. Nos
données expérimentales (figure 3) mon-
trent que, dans la mesure ou la prise
d’essai (PE) est suffisante (50 mg), le
broyage fin (taille des particules < 50 pm)
améliore le recouvrement de I'amidon
dans une racine primaire de pécher. En
absence de broyage, jusqua 50 % de
I'amidon présent n’est pas libéré par auto-
clavage et échappe ainsi au dosage. Cette
inaccessibilité¢ de 'amidon est particulie-
rement évidente lorsqu’on travaille sur un
seul morceau de racine de 100 mg. Les SS,
en revanche, sont correctement mis en
solution apres un broyage grossier.

Pendant le broyage, il doit y avoir conser-
vation des caractéristiques chimiques de
I'échantillon sans perte (sucres, protéi-
nes, etc.) ni enrichissement (contamina-
tion par un autre échantillon, hydra-
tation). Le risque principal est le
brunissement (lié au catabolisme des
sucres réducteurs) par échauffement de la
poudre végétale (PV), di aux forces de
frottement. Il est d'autant plus élevé que
la vitesse et/ou la durée du broyage est
grande et la réfrigération insuffisante.
L'emploi de neige carbonique et surtout
d’azote liquide pour refroidir les échan-
tillons et les bols de broyage est intéres-
sant, bien qu'il induise parfois une rétrac-
tion thermique des masses métalliques
génant les montages et démontages du

broyeur.
Le broyage a froid doit étre privilégié
pour assurer lintégrité  glucidique

d’échantillons ligneux dont la durée de
broyage est souvent supérieure a 3 minu-
tes. Pour optimiser cette durée, le choix
du matériel (modele de broyeur, taille des
bols, nombre de billes, etc.) doit étre
effectué en fonction du volume, de la
densité et de la dureté des échantillons.
Certains appareils permettent en outre
d’adapter la vitesse de broyage.

Stockage

1l concerne des échantillons frais ou secs,
broyés ou non. Ses conditions sont
d'autant plus importantes que la présence
d’eau favorise l'activité cellulaire et que la
composition glucidique est sensible a la
température de stockage. Sauter [17] cons-
tate que I'amidon se dégrade rapidement
au voisinage de 0 °C et change peu a 5 et
10 °C tandis que la teneur en saccharose
augmente quand la température baisse.
Une conservation a température négative

Amidon (g.100 g'' MS)
i
8 I {
30 mg 100 mg
7
6
100 mg
5 30 mg SUimg
30 mg
4
K 100 mg
30 mg 50 mg ;
3
Poudre Petits morceaux Morceau entier
Sucres solubles (g.100 g' MS)

¢ oL
3,5

34
2,5 30mg }

=5 30 mg

100 mg
o] 50 mg
30 mg 100 mg

15 100 mg 50 mg
0,5+

0

Poudre Petits morceaux Morceau entier

Figure 3. Influence de la prise d’'essai (masse et finesse de broyage) sur la teneur en glucides non

structuraux d’un échantillon de pécher.

Trois fractions d’'un méme échantillon lyophilisé de racine primaire ont été broyées plus ou moins
finement (poudre végétale < 50 pm, petits morceaux <3 mm, gros morceaux < 10 mm). Le dosage des
glucides non structuraux (n = 5) a été réalisé selon Gomez, et al. [53, 90] aprés extraction dans un mélange
ternaire (10 mL d'un mélange V/V eau-méthanol + 3 mL de chloroforme) a partir de différentes prises
d’essai d’échantillon (30, 50 et 100 mg). Les traits verticaux représentent |'écart type.

Figure 3. Effect oftestportion (weight and fineness of grinding) on non-structural carbohydrates contents

from peach samples.

(=20°C) est préférable car certains
enzymes comme l'invertase sont actifs a
0°C [37]. Linterconversion des sucres
peut cependant se produire quelle que
soit la température de stockage [18, 19].
Smith souligne I'existence d’une variation
importante des  concentrations en
glucose, saccharose et fructose au cours
du temps (12 mois) dans des broyats de
feuilles de blé lyophilisées, conservés en
flacons scellés a température ambiante

[18]. Ces concentrations peuvent doubler
en 6Gmois pour le fructose. Comme
Abusrewil, et al. [31] chez le pommier, il
mentionne une baisse de l'amidon
(—25%) apres stockage, compensée par
une élévation concomitante de la tencur
en sucres solubles, la quantité totale des
GNS n’étant pas modifiée de plus de 5 %.
Selon Brown et Summers, le métabolisme
glucidique se poursuit en dessous de
—20°C : 8% du saccharose présent dans
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du jus de melon serait hydrolysé en fruc-
tose et glucose apres 37 jours a —30 °C
[38]. Quelles que soient les températures
de stockage, il est en effet trés difficile de
limiter la réhydratation de PV fortement
hydrophiles. Comme Gurakan, et al. [32]
sur des extraits secs de champignons,
nous constatons en sortie d'étuve une
réhydratation immédiate de PV, rarement
supérieure a 2 % et se stabilisant rapide-
ment (figure 4). Méme si c’est surtout un
phénomene précoce apres séchage, la
reprise d’humidité se poursuit lors du
stockage. Gary et Vandame [non publié]
notent que des échantillons secs de toma-
tes conservés un an a température am-
biante en flacons plastiques scellés, re-
prennent entre 4 et 6 % d’humidité pour
les feuilles et tiges et jusqu’a 11 % pour
les fruits. De notre cOté, nous observons
que des PV lyophilisées de différents or-
ganes de péchers, conservées 3 mois en
flacons plastiques scellés a —80 °C, re-
prennent en moyenne 1 % d’humidité (fi-
gure 4). Méme si la réhydratation des
échantillons parait inévitable, ce phéno-
meéne semble d’autant plus lent que la
température de stockage est basse.

Pour un stockage prolongé (plusieurs
mois), la congélation a—80°C est un
moyen efficace de freiner le métabolisme
glucidique. Toutefois, compte tenu de
I'incapacité a stabiliser durablement la
composition glucidique, il est souhaitable
de réaliser les dosages glucidiques a court
ou moyen terme et de limiter, si possible,
les prélevements répétés d'aliquotes,
synonymes de contamination potentielle
et de phases «congélation-décongéla-
tion » qui nuisent a l'intégrité biochimique
d'une PV.

Fractionnement

et purification

des glucides

non structuraux

Sans étre exhaustifs, les tableaux 1 et 2

donnent des exemples d’application de
techniques de fractionnement, de purifi-

Humidité résiduelle a Jo + 3 mois
(g.100 g-! poudre)
6 T = Feuilles
4  Grosses Racines
% Petites Racines
x Porte greffe bois
5 - = Porte Greffe Ecorce
° + Point greffe bois
a = Point greffe écorce
4 x Rameau 1 an bois
© Rameau 1 an écorce
=@ Tronc bois
4 Tronc écorce
3 = Tronc racine
x  Vieux rameau bois
Vieux rameau écorce
2 — bissectrice
1 -
0 T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 28 3,0
Humidité résiduelle a Jo (g. 100 g-' poudre)

Figure 4. Reprise d’humidité de poudres lyophilisées de pécher, au cours d'un stockage de 3 mois a

— 80 °C en flacons fermés.

L'humidité résiduelle a été mesurée (étuve, 48 h a 100 °C) sur des poudres de différents organes apres lyophilisa-
tion et 6 heures de stockage en flacons fermés a température ambiante (Jo), puis aprés 3 mois de conservation a

- 80 °C (Jo + 3 mois).

Figure 4. Moisture regain of freezed-drying peach tree powders during a 3-month storage at -80°C in

bottles with stopper.
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cation et de dosage des GNS chez les
ligneux. Ne sont pas répertoriés les nom-
breux travaux sur les céréales et les grains
(¢f. pour exemple, les travaux en France
des équipes de Mercier [39-41] et Cerning-
Beroard [42, 43]), qui ont pu inspirer les
procédures utilisées pour les ligneux. Si
le choix d'un dosage individuel ou global
des GNS est lié aux objectifs expérimen-
taux, les possibilités analytiques et plus
particulierement la préparation des ex-
traits glucidiques peuvent limiter le nom-
bre d’analyses. Cette préparation s'avere
en général plus longue et plus complexe
qu'elle ne l'est pour les fourrages et les
céréales, sous leffet combiné dune
concentration en GNS tres variable et
souvent trés faible (0 a 50 % de la MS
selon les organes), et d'une grande diver-
sité biochimique des échantillons ligneux
(effet matrice). Comme nous allons le
voir, elle consiste le plus souvent a frac-
tionner, puis a purifier, les GNS.

Plutét que de décrire chaque technique
de dosage disponible et les procédures
de fractionnement et de purification asso-
ciées, nous avons préféré faire une pré-
sentation chronologique de ces étapes,
plus claire et moins redondante. Les diffé-
rentes options expérimentales possibles,
compte tenu des objectifs et des contrain-
tes seront schématisées en conclusion

(figure 5).

Extraction
des sucres solubles

Principe

L'extraction des SS est généralement obte-
nue par macération répétée dans un sol-
vant, d'une PE réduite (<200 mg)
d’échantillon. La qualité d’'une extraction
s’estime sur sa capacité de séparation et
de maintien de l'intégrité des fractions, en
évitant la perte ou linterconversion des
sucres. Les caractéristiques de I'échan-
tillon analysé (structure, composition bio-
chimique, granulométrie, PE) contribuent
a diversifier les procédures utilisées.

Echantillon

Le travail sur produit frais non broyé [44,
45] fait 'hypothese, d’'une part, que la PE
est représentative de I'échantillon prélevé
et, d'autre part, que I'extraction des sucres
solubles d’'un ligneux non broyé est com-
plete, ce qui n'est pas souvent le cas.
Aussi, la grande majorit¢ des auteurs
préferent-ils travailler sur du matériel sec
et broyé (tableau 1). Cinquante a 100 mg
d’échantillon constituent des PE convena-
bles. A I'extréme, on rencontre des procé-
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Figure 5. Synthése des options méthodologiques disponibles pour le dosage des glucides non structu-

raux chez les ligneux.

Les fleches indiquent les enchainements d’étapes recommandeés (trait plein), voire possibles (pointillés), compte
tenu de |'exploitation analytique programmeée. Les options de stockage et de broyage sont caractérisées par la
température de réalisation. Les cellules sur fond vert indiquent notre préférence pour la réalisation d’un bilan

détaillée des GNS.

A : poudre végétale séchée a I'étuve ; B : poudre végétale lyophilisée ; C : échantillon frais broyé ; SS: sucres
solubles ; GNS : glucides non structuraux ; PVP : polyvinylpirrolidone.

Figure 5. Current procedures for measuring non-structural carbohydrates in ligneous plants.

dés de macération de quantité importante
de tissus (jusqu'a 30 g) [33, 46, 47] et des
extractions sur des PE trés faibles, infé-
rieure a 10 mg [17, 48-50). Méme si les
volumes de solvants employés paraissent
adaptés a ces PE, le rapport PE/VS (avec
PE en g sec et VS la somme des volumes
de solvants aqueux en mL) reste tres
variable d'une étude a lautre (a titre
d’exemples : 0,133.10~ pour MacRae [51],
0,714-107% pour Roper, et al. [20], 1107
pour Lasheen et Chaplin [52]). Sa valeur
peut traduire une extraction insuffisante
(rapport trop grand), une perte de végétal
(PE trop faible), une dilution trop impor-
tante et un traitement difficile d’extraits
trop volumineux (rapport trop petit). Se-
lon nos observations, un rapport PE/VS
voisin de 0,510 permet lextraction
complete et homogene des SS au bout de
20 min de contact, sous agitation perma-
nente, seule une aliquote représentative

de l'extrait VS étant ensuite conservée
pour le dosage des SS [53].

Solvants

Les mélanges alcool-eau sont des sol-
vants a choisir en fonction du PM des
oligosides a extraire [41]. Ainsi, I'éthanol
bouillant a 80 °, le plus utilisé chez les
céréales, permet d'extraire 98 % des
oligosides de PM inférieur a 2 000, soit
un degré de polymérisation de 1 a
12 hexoses (chaines courtes a 'exception
des dextranes), sans altérer les polyosides
(amidon, constituants pariétaux) du
résidu. L'eau est le solvant utilisé le plus
simple pour extraire les SS a partir d’'une
PV seche [54-56] ou d'un échantillon frais
[17, 57). Généralement pratiquée a chaud
I'extraction peut durer de quelques minu-
tes [58] a plusieurs heures [50] et s’avérer
tout aussi efficace que I'extraction a l'aide
d’'un mélange de solvant [59]. L'eau est

cependant moins employée qu’une solu-
tion alcoolique qui a l'avantage de blo-
quer en partie lactivité métabolique
(méme si certains enzymes comme ['in-
vertase restent fonctionnels en milieu
hydro-alcoolique) et de favoriser la
conservation de I'échantillon (tableau 1).
Chez les ligneux, la littérature fait état
d’'une grande diversité d'utilisation des
solutions alcooliques, selon des finalités
parfois contradictoires : Yoshioka, et al.
[25] extraient les SS dans I'éthanol
bouillant 2 80 % pendant 15 min avant
dosage de l'amidon résiduel, alors que
Claire, et al. [60] utilisent des conditions
pratiquement  analogues  (méthanol
bouillant a 40 % pendant 15 min) pour
extraire 'amidon résiduel apres extrac-
tion des SS (méthanol a 40 % pendant
20 h a 4 °C). Par ailleurs, I'emploi préfé-
rentiel de solutions alcooliques a 70-80 %
peut paraitre injustifiée dans la mesure ou
une solution de méthanol 50 % permet
une extraction compléte et rapide des SS
(531.

Les extractions en milieu non alcoolique
sont rares : on peut citer 'emploi d'une
solution d’acide borique 0,1M a pH 8 par
Lasheen et Chaplin [52] ou encore I'ex-
traction en milieu non aqueux (tétra-
chlorure de carbone et heptanes) de Ge-
rhard et Held [61] pour qui l'absence
d’eau prévient les risques d’interconver-
sion enzymatiques des sucres. Enfin, dans
l'optique d’un dosage global des GNS, on
peut réaliser une extraction en milieu
acide [18], mais le risque d’hydrolyse des
constituants pariétaux existe.

Les procédures d'extraction chez les
ligneux sont souvent rendues complexes
par une purification concomitante des
extraits pour €liminer des composés in-
désirables (tanins, pigments, etc.) [19, 53,
62], et/ou pour préparer d’autres analyses
(constitution d’extraits protéiques et lipi-
diques) [63]. Le cas le plus fréquent est
l'utilisation d’'un mélange chloroforme,
eau et méthanol [12, 63-65]. Nous avons
récemment confirmé, pour différents
organes de pécher (travaux non publiés
sur abricotier, tomate, kiwi, manguier,
goyavier et caféier), l'efficacité de cette
extraction et son adaptation a l'analyse
chromatographique [53], et enzymatique
[non publié]. Dans I'état actuel des
connaissances, compte tenu de la grande
diversité matricielle des végétaux ligneux
et des contraintes lies aux différentes
techniques de dosage disponibles, la pro-
position d’'une méthode d’extraction uni-
verselle des sucres solubles coinciderait
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assurément avec ce type d’extraction
complexe, associant plusieurs solvants.

Autres variables expérimentales

Il existe un consensus sur la nécessité de
répéter l'extraction afin d’épuiser totale-
ment le résidu de ses SS. Le nombre de
lavages peut varier de deux a cinq selon
les organes étudiés [35]. MacRae [51]
considere que la majorité des sucres solu-
bles sont extraits aprés deux bains ; ce-
pendant, comme d’autres [38, 60], il prati-
que trois extractions par sécurité. La durée
tres variable des trempages (10 min
jusqua 5h et plus pour Hansen et
Grauslund [47] ou Yamada, et al. [33], et
méme 20 h pour Claire, et al. [60]), soumis
ou non a une agitation, contribue aussi a
multiplier les procédures.

Les conditions d’extraction peuvent favo-
riser certains métabolismes pénalisants
pour l'analyse des sucres. En s’oxydant
en quinones, les tanins liberent par exem-
ple des dérivés glucidiques courts [67] qui
faussent l'estimation globale des GNS.
L’ajout d’anti-oxydant au mélange d’ex-
traction permet d’éviter ce métabolisme.

Purification
des sucres solubles

La purification des extraits complete, le
plus souvent, une procédure d’extraction
déja sélective. Son role est d’'optimiser les
conditions de I'analyse en éliminant des
sources d’'inférences au dosage des SS,
associées a la matrice végétale ou a un
solvant. En cela, elle dépend directement
des techniques de dosage et de leur spé-
cificité, les options enzymatiques parais-
sant les moins exigeantes. La plupart des
procédures integrent cependant I'élimi-
nation des phénols qui, avec les pigments
et les protéines, sont les composés les
plus indésirables.

En 1949, Bevenue [68] est le premier a
souligner la nécessité de clarifier les ex-
traits et préconise 'emploi du charbon
d’origine animale qui, contrairement au
charbon végeétal, n’absorbe pas les SS
(taux de recouvrement du saccharose
variable de 47 a 87 %). Ce traitement
améliore le taux de recouvrement des SS
des tissus riches en phénols [19]. Comme
le PVP [69] ou encore l'acétate de plomb
et 'oxalate de potassium [52], le charbon
permet en effet I'élimination de compo-
sés phénoliques, solubles en milieu
alcool-eau et capables en se complexant
avec les oses de perturber leur dosage
[27,70]. Ainsi, les tanins, souvent présents
en quantités trés importantes chez les
ligneux, sont des composés polyphénoli-
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ques complexes pouvant s’associer au
glucose et aux alditols [71]. Cette pro-
priét¢ complexante peut dailleurs étre
exploitée pour doser les sucres totaux
dans les échantillons débarrassés de leurs
phénols d'origine [70].

La présence importante de protéines est
susceptible de fausser les mesures d’ab-
sorbance lors d’'un dosage colorimétrique
des SS [41]. Leur élimination est obtenue
par dialyse [50], par précipitation au froid
(dans l'acétone), ou par défécation selon
différentes facons: précipitation par le
tétrachlorure de carbone [72], par acide
perchlorique [27], par I'agent Carrez [73]
ou encore, selon la méthode de Somo-
ayi [74], par le sulfate de zinc associé a
I'hydroxyde de barium [75] ou a la soude
[51].

Lipides et pigments peuvent étre égale-
ment éliminés a I'aide de chloroforme [53,
62-64] ou d’hexane [19] lors de I'étape
d’extraction des SS, ou par chromato-
graphie sur résine (tableau 1). Cette tech-
nique reste lourde et onéreuse, malgré la
commercialisation de filtres spécifiques.
Les résines échangeuses d'ions de type
Dowex sont souvent employées pour
fractionner 'ensemble des solutés organi-
ques (SS, acides aminés, acides organi-
ques, lipides) en prévision d'une analyse
détaillée [66, 76-78].

Bien que plusieurs dosages soient
praticables en milieu hydro-alcoolique
(dosage a l'anthrone, dosage enzymati-
que du glucose, etc.), les solvants d’ex-
traction (alcool, chloroforme) sont le plus
souvent éliminés par évaporation sous
vide [53] ou sous flux d’azote [19], et le
résidu est resolubilisé dans l'eau. Il n'y a
pas de données bibliographiques concer-
nant une éventuelle interconversion des
sucres lors de cette manipulation prati-
quée a température ambiante.

La nécessité de purifier les extraits peut se
discuter. Cependant, d’'une facon géné-
rale, I'élimination des phénols et des sol-
vants d’extraction, voire des chaines a-
polaires (passage sur pré-colonne C18)
dans le cas d'une analyse par CLHP [19,
53], nous parait souhaitable pour le do-
sage des SS chez les ligneux (meilleure
résolution des chromatogrammes).

Solubilisation et
hydrolyse de I'amidon

Lamidon est généralement extrait du
résidu ligneux pour étre dosé. Il est possi-

ble de le mesurer directement par gravi-
métrie, polarimétrie ou colorimétrie, bien
que la précision de ces méthodes ne soit
pas satisfaisante pour les échantillons
ligneux : en effet, le pouvoir rotatoire
n’est correctement mesurable que sur des
échantillons  concentrés en amidon
(grains, tubercules) et certaines méthodes
d’hydrolyse utilisées, notamment en mi-
lieu acide, ont la propriété de le modifier
[79]. La réaction colorée de 'amidon, ou
plus exactement de sa composante « amy-
lose », avec une solution I,-KI (formation
d’'un complexe polyiodine bleu foncé) est
parfois utilisée pour estimer la concentra-
tion relative en amidon du fruit [80]. La
méthode classiquement employée pour
mesurer précisément l'amidon des
ligneux consiste a doser la quantité de
glucose libéré par hydrolyse de I'amidon
dispersé. Dispersion et hydrolyse de
'amidon sont étroitement lices et peu-
vent ne constituer qu'une seule étape
dans certains cas d’attaque acide ou basi-
que. La dispersion demeure indispensa-
ble avant une hydrolyse enzymatique,
méme si elle n'est pas toujours mention-
née dans la procédure expérimentale [81].

Dispersion

Que les granules d’amidon soient libres
(seve cellulaire des racines riches en eau
et des tubercules) ou liés a d'autres com-
posants (graine, feuilles, bois), 'amidon
est inclus dans une masse insoluble dans
'eau, composée pour l'essentiel de pro-
téines et de polyosides [82]. En cassant
cette structure cellulaire et en rompant les
liens avec cette matrice environnante,
I'amidon libéré devient accessible aux
substances hydrolysantes. C'est le but de
la dispersion que l'on peut décomposer
en 2phases: a) la gélatinisation qui
s‘apparente au gonflement du granule
d'amidon obtenu par lhydratation du
polymere a l'aide, par exemple, d’eau
bouillante ou dalcool chaud [83];
b) I'hydrolyse en petits morceaux d’amy-
lose ou d’amylopectine [84].

Depuis la mise en évidence par
Fluckinger au XIX® siecle, de la disso-
lution de l'amidon par le chlorure de
calcium, les procédures d’extraction se
sont diversifiées selon le matériel végétal
traité. La technique peut étre aussi simple
qu'une extraction dans l'eau bouillante
pendant 3 min [66], mais les procédures
sont généralement plus complexes afin
d’optimiser I'extraction et de prévenir les
interférences lors du dosage. Suite aux
travaux de Ewers [85], des substances
corrosives, acides ou basiques, sont




utilisées pour la dispersion de 'amidon.
Elles constituent pres de 50 % des condi-
tions de dispersion chez les ligneux (1a-
bleau 2): sont surtout utilisés les acides
perchlorique (HCIO3) et chlorhydrique
(HCD, puis la potasse (KOH) et enfin le
diméthylsulfoxyde (DMSO) seul ou asso-
cié a HCL Pour la plupart, ces attaques
chimiques ont été initialement élaborées
pour doser 'amidon résistant de certaines
céréales et légumineuses (proportion im-
portante d’amylose), avant d’étre utilisées
chez les ligneux, ou la structure de
I'échantillon et sa préparation (séchage,
broyage) influencent leur efficacité. Com-
parativement aux grains de céréales, les
teneurs en amidon sont en effet plus
faibles chez les ligneux ou I'amidon est
réparti de maniere tres hétérogene selon
les tissus, au sein d’'une structure cellulo-

ligneuse souvent importante (bois). 1l est
nécessaire de trouver une adéquation en-
tre nature et présentation de I'échantillon,
molarité de I'acide ou de la base, durée et
température de la réaction. Cette recher-
che explique la diversité des conditions
expérimentales a I'image d'une durée de
réaction variant de 30 min a 24 h. La
concentration des solutions utilisées est
importante, tant pour 'intégrité des gluci-
des pariétaux que pour la bonne réalisa-
tion de I'étape suivante (hydrolyse de
I'amidon). Une attaque chimique trop
forte peut hydrolyser des constituants
pariétaux comme la pectine [86] et libérer
des glucides de structure. Cela explique
I'usage préférentiel de solutions acides ou
basiques a une normalité inférieure a
1 (tableau 1), méme si des concentra-
tions plus élevées sont parfois utilisées :

Lerman, et al. [57] solubilisent 'amidon
de feuilles de Briophillum apres ex-
traction des solubles a I'aide d’'une solu-
tion de soude a 17,5 % tandis que l'acide
perchlorique peut s'employer a des
concentrations supérieures a 30 % [87].
Par ailleurs, des conditions de dispersion
efficaces, en particulier le pH, s’averent
souvent incompatibles avec une hydro-
lyse enzymatique optimale de 'amidon et
nécessitent une correction (retour a un
pH voisin de 4,6). A noter qu'une concen-
tration trop élevée de DMSO inhibe par-
tiellement I'action de I'amyloglucosidase
[88].

Pres du tiers des dispersions sont réali-
sées dans des conditions plus douces, a
chaud avec de l'eau, voire un tampon
acétate (tableau 2). Comme pour les atta-
ques chimiques, ces conditions sont trés

Tableau 2. Principales procédures de dosage de I'amidon chez les végétaux ligneux.
Table 2. Main procedure for starch measurement in ligneous plants.

Réf. Année Plante Organe Empesage ou dispersion Hydrolyse Dosage du
glucose

[35] 1993 cotonnier feuille 1 mL potasse 0,1M, bouillant,1 h amylase + AMG HK + G6PDH + INT

[90]] 2003 pécher feuille, écorce, bois, racine autoclave, 120 °C, 2 bar 1 h ou KOH 4M AMG HK + G6PDH

[121] 1988 peuplier feuille, tige, racine amylase HK + G6PDH

[130]] 1998 peuplier bois 5mL HCI 1N, 60 °C,1 h AMG HK + G6PDH

[21] 1992 peuplier, chéne feuille 1 mL potasse 0,2M bouillante, 1 h amylase, 85 °C, HK + G6PDH + INT

blanc 30 min + AMG
[54] 1993 pin aiguilles, tige, racine a. chlorhydrique - DMSO 60 °C, 30 min AMG HK + G6PDH
[131] 1999 pin tige 1,5 mL a. chlorhydrique 30 mM puis AMG, 55 °C, 1 h HK + G6PDH
potasse 30 mM (retour pH 4,6)
[122] 1985 pommier feuille, tige, racine 3 mL potasse 0,2N, bouillante, 30 min AMG + glut(::ohydrolase, HK + G6PDH
BEOE 1ih

[20] 1988 cerisier feuille, tige, racine tampon acétate de sodium bouillant,1 h AMG, 55 °C, 16 h GOD

[4] 1999 framboisier tige, bourgeon 1 mL tampon acétate, bouillant, 15 min AMG, 55 °C, 20 h GOD-POD

[60] 1988 ipomoea tige méthanol 40 % bouillant 10-15 min sous AMG GODPOD

purpura reflux (x 2)
[132] 1990 mandarinier, feuille, tige, tronc, racine amylase + AMG, 60 °C, 1 nuit GOD
manguier, ..

[64] 1991 pécher feuille potasse 0,2N bouillante, 30 min AMG, 45°C,4a6h enzyme (kit
Boehringer)

[26] 1975 prunier, pécher feuille, écorce W, bouillante, 3 min AMG, 18 h CPG

[124] 1999 pécher tige, fruit 10 mLW, 100°C, 1 h AMG, 55 °C, 48 h CPG

[133] 1992 pécher feuille W, bouillante, 135 °C 1 h (gélatinisation) AMG CLEP!

[134] 2001 Glyricidia tige 18 mL NaOH 0,5M AMG CLHP

sepium
[126] 1982 Abricotier tige a. perchlorique froid anthrone
[127] 1988 Iailgnlte tige, bourgeon W bouillante, 30 min (5 fois) a. perchlorique 35 % anthrone
glanduleux

[125] 1987 épicéa bois percolation d'acide perchlorique 35 % anthrone

[135] 1966 pécher Feuille, tige, tronc a. perchlorique 4,8N, 100 °C, 24 h anthrone

[128] 1997 pécher feuille ébullition AMG, 2 h anthrone

[33] 1994 pommier pomme a. perchlorique 4,6N a perchlorique 0,56N, bouillant, 2 h anthrone

[45] 1986 conifére aiguille, tige, racine Diastase, 43 °C, 24 h phénols

[99] 1980 peuplier tige clarase + diazyme o-toluidine

[68] 1985 pécher feuille, tige, racine takadiastase ferricyanure

[56] 1993 conifére aiguille, tige, racine 15 mL W, bouillante, 2 min AMG, 55 °C, 48 h, agitation PAHBAH

[119] 1995 rosier feuille, bourgeon, fleur, tige, autoclave, 130 °C, 2 bar, 1 h AMG, 55 °C, 2 h PAHBAH

racine

[66] 1973 prunier feuille, tige, racine W, bouillante, 3 min AMG a.phénolsulfurique

[5] 1953 robinier écorce a perchlorigue 4,7N iodine

[25] 1988 pommier bois, écorce, racine a. perchlorique 30 %, 25°C Précipitation par solution Photométrie

de 12-KI puis HCI

[47] 1973 pommier racine, tronc, branche a. sulfurique 1N, bouillant, 7 h e

[63] 1979 peuplier feuile W, bouillante, 30 min Clarase ou diazyme e

[77) 1988 peuplier feuille a. chlorhydrique 20 % 9¢

Classement selon la méthode de dosage du glucose.
Travaux sélectionnés parmi 45 articles recensés, non redondants quant aux auteurs, matériel végétal et méthodologie.

W : eau; DMSO : diméthylsulfoxide ; AMG : amyloglucosidase ; HK : hexokinase ; G6PDH : glucose 6P-déshydrogénase ; GOD : glucose oxydase ; POD :
peroxydase ; IK : iodure de potassium ; PAHBAH : acide p-hydroxybenzoique hydrazine ; INT : iodonitrotétrazolium.
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variables, eu égard a la durée de la réac-
tion (quelques min a 2 h). L'autoclavage
(1 ha 120 °C et 2 bars), initialement pro-
posé par Thivend, et al. [89] pour doser
I'amidon en milieux complexe (céréales
et légumineuses), constitue le moyen le
plus élaboré et le plus fiable pour réaliser
ce mode de dispersion. Cette technique
enchaine une phase d’ébullition a 100 °C
permettant 'éclatement des grains d’ami-
don, puis une phase sous pression
(2 bars) favorisant la libération et la mise
en solution de ce polysaccharide de ré-
serve. La comparaison avec une hydro-
lyse par KOH [90] nous a permis de
confirmer son efficacité (précision, jus-
tesse) a disperser 'amidon de PV ligneu-
ses. Réalisée en milieu aqueux, elle per-
met en outre un réajustement au pH
optimal de I'hydrolyse enzymatique de
I'amidon, plus aisé qu’il ne I'est apres une
attaque chimique. Cependant, la nature
de I'échantillon et I'accessibilité de I'ami-
don parfois encapsulé dans un réseau
protéique serré, peuvent limiter les per-
formances de l'autoclavage et justifier le
choix d'une attaque plus corrosive [88]. La
préparation de 'échantillon (cf. supra, le
paragraphe Broyage) a une grande in-
fluence sur lefficacité de cette phase de
dispersion en favorisant I'accessibilité et
la libération de I'amidon stocké.

Hydrolyse

La nature de I'amidon se caractérise en
particulier par la proportion d’amylose
(chaines linéaires) et d'amylopectine
(chaines ramifiées). Cette caractéristique
structurale conditionne l'efficacité de
I'hydrolyse, 'amidon étant d’autant plus
résistant qu'il est riche en amylose.

La dégradation de I'amidon dispersé s'ef-
fectue classiquement par voie enzymati-
que ou chimique. De par sa spécificité, la
voie enzymatique est préférable a une
attaque chimique, capable d'une hydro-
lyse partielle des glucides pariétaux [19,
91] a l'origine d’'une surestimation de la
teneur en amidon [55]. En outre, leffica-
cité d’'une attaque chimique varie selon la
nature de 'amidon [79]. Le taux de recou-
vrement de I'amidon apres une hydrolyse
acide serait d’autant plus faible que le
chainon d’amidon est long : 91,7 % pour
un taux de polymérisation de 6 contre
90 % s'il est supérieur a 24. La dégrada-
tion partielle par I'acide du glucose libéré
est également envisageable pour expli-
quer une sous-estimation de la teneur en
amidon.

L'utilisation d’enzymes, d'une spécificité
bien établie [92], parait moins problémati-
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que et plus fiable. Des critiques portent
néanmoins sur la qualité des extraits en-
zymatiques commercialisés [18, 93-96] ou
sur la contamination glucidique par le
biais des supports de ces enzymes [97].
Malgré tout, Rose, et al. [84] considerent
négligeable la surestimation de I'amidon
imputable a 'emploi d’enzymes non puri-
fiés. Contrairement 4 Denison, et al. [96],
Hendrix [35] ne retrouve pas, dans plu-
sieurs préparations d'amyloglucosidase,
d'activité  cellulolytique importante. 1l
note toutefois que ces enzymes posse-
dent une légere activité glucanase et la
capacité d’hydrolyser la cellobiose. Pour
minimiser ces dégradations, Hendrix re-
commande de limiter le temps d’exposi-
tion aux enzymes, ce qui est en contradic-
tion avec d’autres procédures (tableau 2).
Une purification préalable de I'enzyme
autorise une conception plus libre et plus
stire de cette étape d’hydrolyse [51].

Alors que la température réactionnelle est
assez constante (voisine des 55 °C requis
pour une activité optimale de I'enzyme),
la durée d’hydrolyse est tres variable (de
1 a 48 h). La préparation de I'échantillon,
la technique d’extraction de I'amidon, le
type d'amidon et la quantit¢ d'unités
enzymatiques employée peuvent expli-
quer cette diversité. Chez le pécher, nos
conditions expérimentales (50 mg PV
autoclavé, 30 UI d’amyloglucosidase en
solution, pH 4,0, agitation permanente a
56 °C) garantissent, en moins de 2 h, une
hydrolyse complete de 'amidon dispersé
[901.

Outre I'amyloglucosidase, d’autres enzy-
mes sont employés, tels que la diastase de
malt [45, 98], la diazyme 325 et la clarase
[99, 100]) ou encore la takadiastase [58,
101, 102], dont la préparation commer-
ciale s'avere étre un mélange d’enzymes
comprenant I'a-amylase et la maltase [79].
L'o-amylase est également utilisée seule
[31, 103, 104]), bien qu'elle n'attaque que
les liaisons 1-6 présentes dans l'amylo-
pectine. Cela conduit a la formation de
dextrines et par conséquent a sous-
estimer la teneur en amidon [55]. De plus,
elle possede une activité B-glucanase
pénalisante [94], car susceptible de libérer
du glucose. L'action de I'a-amylase pour-
rait étre optimisée par la gélatinisation
préalable de 'amidon [105].

Le plus souvent employée seule, I'amylo-
glucosidase peut néanmoins étre associée
a un autre enzyme. L'utilité de cette asso-
ciation, destinée a optimiser les perfor-
mances de Il'amyloglucosidase, est
controversée. L'ajout d’a-amylase semble
améliorer le taux de récupération de

'amidon pur [55] et augmente la teneur
en amidon mesurée dans les racines [106).
Cependant, cet effet positif pourrait étre
temporaire et disparaitre avec l'allonge-
ment du temps de la réaction enzymati-
que, comme nous le constatons chez des
échantillons de pécher tant aériens que
racinaires, apres 2 heures d’activité enzy-
matique [données non publiées]. Ces ob-
servations corroborent celles d'Hendrix
sur des feuilles de cotonnier [35] qui
montre que l'ajout d'un second enzyme
n'a pour seul intérét que de raccourcir la
durée de la procédure expérimentale.

Dosage des sucres

Au-dela de la nécessaire adéquation avec
les objectifs expérimentaux, plusieurs
contraintes telles que le budget, I'équipe-
ment et la compétence humaine du labo-
ratoire, guident le choix d'une technique
de dosage des sucres. Nos statistiques
portent sur 55 (dosage des sucres solu-
bles) et 45 articles scientifiques (dosage
de I'amidon), non redondants quant aux
auteurs, matériel végétal et méthodo-
logie. Une partie représentative de ces
articles, pour la plupart cités dans le texte,
constitue les tableaux 1 et 2. 1l apparait
que les SS des ligneux sont majoritaire-
ment dosés par chromatographie (50 %
des études répertori€es) et par colori-
métrie ou volumétrie (34 %). Les techni-
ques colorimétriques, plus faciles a met-
tre en ceuvre, sont préférées pour réaliser
la détermination globale des sucres alors
que les options enzymatiques et chromato-
graphiques, plus contraignantes dans leur
réalisation, offrent des bilans détaillés. La
proportion étonnamment faible des dosa-
ges enzymatiques (11 %) peut s'expliquer
par 'absence d’automatisation et par une
analyse individuelle des sucres, longue et
colteuse. IlIs sont cependant privilégiés
(33 % des cas), comme les dosages colori-
métriques (48 %), pour I'analyse du glu-
cose apres hydrolyse de 'amidon, alors
que le dosage d’un sucre seul ne justifie
pas une analyse chromatographique
(12 % des études, cependant).

Certaines études sont difficiles a réperto-
rier dans la mesure ou elles combinent
plusieurs techniques pour les différents
fractions glucidiques analysées. A titre
d’exemple, Lewis et Harvey [75] utilisent
d’abord la chromatographie sur papier et
'hydrolyse enzymatique des disacchari-
des pour identifier les SS, puis le dosage a
lanthrone et la réduction du Cu™ pour




quantifier respectivement les SS totaux et
les sucres réducteurs.

Cet inventaire fait également apparaitre la
possibilité de quantifier les GNS par me-
sure isotopique du carbone (**C et *C),
apres fractionnement des composants or-
ganiques sur résines [63, 66, 771, et mon-
tre surtout ['utilisation de techniques de
mesures dans le proche infrarouge (SPIR)
[107]. Cette technologie non destructive
du végétal repose sur I'absorption diffé-
rentielle des longueurs d’onde dans le
proche infrarouge selon les constituants
de la matiere. Le développement pour les
ligneux de cette technologie, depuis long-
temps utilisée pour les céréales et les
fourrages [108, 109] offre des perspectives
dans le domaine de l'analyse bio-
chimique de matériel végétal vivant.
L'analyse d'un spectre recueilli a la sur-
face d'une péche permet déja une estima-
tion acceptable de ses teneurs en SS [110].
Cependant, la grande diversité matricielle
observée entre organes ou tissus d'un
méme végeétal ligneux, constitue actuelle-
ment un obstacle majeur a l'utilisation
généralisée de la méthode SPIR, I'analyse
seffectuant par rapport 4 une gamme
d’au moins 50 échantillons d’origine bota-
nique identique. En outre, il est encore
impossible d’effectuer une mesure non
destructrice au niveau d’'un tissus non
superficiel (bois de tronc, par exemple).

Dosages enzymatiques

Ce sont a la fois les dosages les plus
sensibles et les plus spécifiques [27,
35,111, 112]. Une premiére élape enzyma-
tique a laide d'invertase, isomérase et
autres déshydrogénases [112] permet
généralement de transformer les sucres
en glucose, la forme glucidique la plus
analysée. La glucose 6-phosphate déshy-
drogénase (estérification du  sucre)
associée a I'hexokinase est statistique-
ment la méthode enzymatique la plus
courante pour doser le glucose, en parti-
culier dans le cadre du dosage indirect de
l'amidon des ligneux (tableau 2). La
réaction enzymatique s'accompagne de la
formation de NADH dont la production,
mesurée a 340 nm, est proportionnelle a
la quantité¢ de sucre présent [112]. Le
dosage a la glucose oxydase asociée a
une peroxydase (méthode GODPOD) est
la seconde option enzymatique pour
doser le glucose [113]. Cette fois-ci, I'eau
oxygénée produite par l'oxydation du
glucose réagit avec un donneur d’hydro-
gene en donnant une coloration verte
(mesurée a 560 nm), proportionnelle a la
quantité de glucose présent.

La purification des extraits glucidiques ne
permet pas I'élimination d'une absor-
bance, d'importance aléatoire, imputable
a la matrice végétale soluble. Cette inter-
férence au dosage doit étre prise en
compte par la réalisation de blancs, a
savoir des mesures d’absorbance effec-
tuées avant I'ajout d’enzyme [90].
Contrairement a la chromatographie, le
dosage enzymatique ne révele que les
sucres recherchés, ce qui peut constituer
un inconvénient majeur lorsque le profil
glucidique est mal établi ou variable se-
lon les conditions expérimentales. Si ce
n’est pas le cas, et dans I'hypothése ou les
enzymes sont commercialement disponi-
bles, la principale contrainte analytique
réside dans la nécessité de doser successi-
vement les différents sucres. Les détermi-
nations réalisées sur un méme extrait,
apres ajouts successifs d’enzymes, restent
délicates malgré des efforts de simplifica-
tion [27]. L'utilisation d’automates (auto-
analyseur ou lecteur de microplaques)
[35, 114] ouvre cependant de nouvelles
perspectives avec des rendements trés
performants du fait de la miniaturisation
des méthodes (économie de réactifs). En-
fin, en I'absence d’équipement, la dispo-
nibilité de kit d’analyses facilite la mise en
ceuvre de dosages bien que le colit en
soit souvent éleve.

Analyses
chromatographiques

Apres que les premieres analyses chroma-
tographique des glucides chez les ligneux
ont été réalisées sur papier ou sur couche
mince dans les années 1960 [75, 115],
I'emploi des techniques hautement réso-
lutives que sont la chromatographie en
phase gazeuse (CPG) et la chromato-
graphie liquide haute performance
(CLHP) est devenu fréquent depuis une
vingtaine d'années (lableau 1). La CPG
est une méthode tres sensible qui néces-
site cependant la dérivation des sucres
(dérivés silylés ou acétate d'alditols) pour
les rendre volatils et I'emploi d’un étalon
interne pour évaluer et corriger les pertes
en sucres occasionnées par cette prépara-
tion. Apres une phase séparatrice sur
colonne, les sucres sont détectés de facon
non spécifique en fonction de leur
caractéristique physico-chimique, le plus
souvent par réfractométrie (CLHP) ou
ionisation de flamme apres dérivation
(CPG). Lampérométrie pulsée, la spec-
trométrie de masse (aprés marquage
isotopique) et la fluorimétrie sont des
techniques de détection également utili-
sées.

La séparation des sucres par CLHP est
fonction de leur affinité avec la phase
stationnaire. Il existe plusieurs mécanis-
mes de séparation comme la formation
de liaisons hydrogenes avec les groupe-
ments silanols d'une silice vierge, la réten-
tion sur gel de silice greffée amine, ou
encore la séparation de complexes borate
- sucres anioniques sur résine échan-
geuse d’anions. Cependant la méthode la
plus performante utilise des résines
échangeuses de cations comme celle de
la colonne Sugar Pack de Waters [53]. La
séparation s'effectue selon un mécanisme
complexe faisant intervenir |'échange
d’ions et I'exclusion sur tamis moléculaire
(séparation des composés selon I'encom-
brement stérique, les grosses molécules
étant €luées en premier). L'identification
des sucres s’effectue sur leur temps d'élu-
tion (délais d'apparition au niveau du
détecteur apres injection), par similitude
avec l'élution d'un sucre étalon. Une
erreur d’identification, ou pour le moins
d’estimation, de la concentration d'un
sucre est cependant possible par super-
position totale ou partielle de plusieurs
pics d’élution (deux sucres peuvent avoir
le méme temps d’élution). La détermina-
tion compléte et concomitante de la com-
position  glucidique dun mélange
demeure néanmoins l'attrait essentiel de
méthodes par ailleurs moins sensibles et
moins  spécifiques qu'une méthode
enzymatique.

Quel que soit le milieu (liquide ou
gazeux) la préparation des extraits est
lourde, méme si une purification en ligne
est possible a l'aide de pré-colonnes. En
CPG, la dérivation des sucres pour les
transformer en composés volatils est né-
cessaire, alors qu'en CLHP une purifica-
tion insuffisante ou inappropriée affecte
la résolution des chromatogrammes et la
durée de vie des colonnes. Boersig et
Negm [69] évoquent l'interconversion des
sucres au cours d'une phase de purifica-
tion complexe lorsque la quantité de ré-
sine utilisée est trop importante, le flux
d’élution trop lent ou encore que le pH
de la phase éluente est trop bas. La diver-
sité des échantillons ligneux explique en
partie lefficacité aléatoire d'une prépara-
tion [19]. En complément d'une purifica-
tion élaborée des extraits (élimination des
lipides par le chloroforme, des phénols
par PVP, des chaines apolaires par co-
lonne C18), I'utilisation d’un standard in-
terne (maltotriose) garantit une mesure
fiable de la composition glucidique d’'un
échantillon ligneux par CLHP [53].
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Analyses colorimétriques

Les techniques colorimétriques sont
aujourd’hui moins utilisées du fait de leur
moindre spécificité (quantification pré-
cise du glucose impossible selon Haissig
et Dickson [100]), de leur faible précision
(mauvaise reproductibilité nécessitant, de
fait, la réalisation d'une gamme étalon a
chaque série de dosage [41]) et des amé-
liorations dont ont bénéficié les métho-
des alternatives, notamment pour I'obten-
tion dun bilan glucidique détaillé.
Cependant, leur facilit¢ de mise en ceu-
vre, leur complete automatisation et leur
faible cout font qu'elles demeurent com-
pétitives pour le dosage indirect de I'ami-
don ou pour une quantification globale
des réserves glucidiques, particuliere-
ment lorsque des interconversions entre

sucres ne peuvent étre évitées lors des
étapes préparatoires. Quoique rarement
utilisé, le dosage colorimétrique indivi-
duel des SS est néanmoins possible,
comme le proposent Lasheen et Chaplin
[52], apres séparation des sucres sur résine
(dosage a 'orcinol sulfurique). La combi-
naison de plusieurs méthodes colori-
métriques permet également d'établir un
bilan glucidique détaillé [62].

I existe deux grandes familles de techni-
ques colorimétriques permettant la me-
sure des sucres totaux ou des sucres
réducteurs. Toutes nécessitent une purifi-
cation des extraits glucidiques plus ou
moins poussée selon leur spécificité. La
mesure des sucres totaux (2/3 des dosa-
ges colorimétriques chez les ligneux)
repose sur la capacité des SS, a se

| Congélation immédiate (N lig) des échantillons prélevés au verger (feuilles, bourgeons, rameaux, racines) I

I Lyophilisation, séparation des tissus (bois-écorce), broyage a froid (N lig, PV < 0,45 ym) ]

l 50 mg de PV lyophilisée dans un tube nalgéne taré ]

| Extraire les SS : 10 mL mélange ME (1/1, VIV) + 3 mL C (agitation continue, 20 min. & 4 °C)|

| Séparer 2 phases liquides, mélange ME et C (centrifugation 4 °C) |

DOSAGE DES SS

| bosacE pE L'amiDoN |

! P

J [

s

E |V &
i L du mél
| VAPt souE v pit dupeane B Laver le culot : 10 mL M (agitation
continue, 20 min., 4 °C)
FPieprendre danss g mLVE el v
urifier I'extrait (PVP, filtres C18 + 0,45 ym e e ’ :
R geant aprés centrifugation
Slickagepossivie d £20 1 Stockage possible sous 2 mL éthanol a - 20 °C
v 7 v
ﬁnalyser les'SS partiPLe | Seécher le résidu par évaporation sous vide I
Reprendre dans 3 mL E
Disperser I'amidon : autoclavage (2 bars, 120 °C, 2 h)
Hydrolyse enzymatique de l'amidon : AMG
(30 Ul/tube, bain-marie, 1 h 30, 56 °C)
v
Stopper la réaction enzymatique (bain-marie 95 °C, 5 min.)
Stockage possible du surnageant a - 20 °C

v
[ Dosage enzymatique (HK + G6PDH) du glucoseJ

Figure 6. Proposition d'une procédure d’extraction, de purification et de dosage des glucides non
structuraux chez les ligneux, d'apres les travaux sur pécher de Gomez, et al. [53, 90].

N lig: azote liquide ; PV : poudre végétale ; M: méthanol; C: chloroforme; E: eau; SS: sucres solubles; PVP:
polyvinylpirrolidone ; AMG : amyloglucosidase ; HK : hexokinase ; GBPDH : glucose 6 phosphate déshydrogénase.

Figure 6. Procedure designed by Gomez, et al. [53, 80] for extracting, purifying and measuring non-

structural carbohydrates in ligneous plants.
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complexer en milieu sulfurique, avec un
composé (anthrone, o-toluidine, phénols
tels que l'orcinol) pour former un chromo-
phore absorbant dans le visible. L'absor-
bance est proportionnelle a la quantité de
SS présent. Ce dosage n'integre pas les
alditols comme le sorbitol ou I'inositol
dont la prise en compte nécessiterait une
oxydation préalable. Que ce soit pour le
dosage colorimétrique des sucres totaux
(tableau 1) ou celui du glucose prove-
nant de I'hydrolyse de I'amidon (tableau
2), la méthode a l'anthrone est la plus
courante chez les ligneux. Cette méthode
présente l'avantage d’étre utilisable sur
des extraits éthanoliques [116]. Selon la
température réactionnelle, il est possible
de mesurer séparément le glucose (95 °C)
et le fructose (25 °C) [117]. Cependant, sa
sensibilité varie selon la nature des sucres
et I'expression des résultats en équiva-
lents glucose (i.e. par comparaison a une
gamme glucose) s'avere imparfaite [118].
Plus précise que la méthode a I'anthrone,
la méthode a l'orcinol sulfurique [52] affi-
che néanmoins une faible spécificité a
420 nm qui nécessite I'élimination préala-
ble des protides [41]. La réaction colorée
des aldo-hexoses avec l'o-toluidine en
milieu acide [72] peut étre employée pour
mesurer le glucose apres hydrolyse de
amidon [99].

La mesure des sucres réducteurs repose
sur leur capacité a s'oxyder au niveau de
leur fonction aldéhyde (aldose comme le
glucose) ou cétonique (cétose comme le
fructose) : ils peuvent réduire des formes
cationiques (Cu™, bleu de tétrazolium,
etc.) et les rendre absorbantes dans le
visible, ou réactionnelles avec un com-
posé devenant lui-méme coloré (absor-
bance proportionnelle a la quantité de
sucres réducteurs en solution).

La réduction de l'acide dinitrosalicylique
(DNSA) et celle de I'hydrazyde de l'acide
parahydroxybenzoique (PABAH) en
milieu alcalin [56, 99, 119] sont moins
utilisées chez les ligneux que la réduction
d’'un ion métallique [3, 5, 58, 120]. En
I'occurrence, les auteurs préferent la ré-
duction du ferricyanure en ferrocyanure
(méthode FCN), a celle de l'ion métalli-
que Cu'" (sel cuivrique) en 2 Cu”, plutdt
utilisée pour I'analyse des fourrages et
des céréales [41]. La spécificité de la mé-
thode FCN est affectée par la présence de
substances colorées comme les pigments.
Leur élimination (¢f. supra, le paragraphe
Purification) ou la prise en compte de
I'absorbance qui leur est imputable,
comme le suggere Hoogenboom [34], est
nécessaire.




Le dosage des sucres réducteurs ne
concerne pas les polyalcools comme le
sorbitol ou l'inositol, ni les diholosides
non-réducteurs comme le saccharose. Le
dosage de ce dernier nécessite au préala-
ble une hydrolyse enzymatique (inver-
tase) ou chimique (acide chlorhydrique)
(34, 62] alors que celui des polyalcools
implique l'oxydation d'une fonction
alcool.

La présence importante d’alditols chez les
ligneux fruitiers comme le pécher, justifie
leur analyse par voie enzymatique [28] ou
éventuellement chromatographique.

Conclusion
et perspectives

Objectifs scientifiques et contraintes ex-
périmentales doivent justifier le choix
d’'une procédure parmi les options offer-
tes aux expérimentateurs pour l'analyses
des GNS chez les ligneux (figure 5). 1l
apparait nettement que l'objectif analyti-
que conditionne I'obtention et la conser-
vation d’'une PV tandis que le niveau de
purification des extraits dépend de la
technique de dosage retenue. A priori, le
choix des solvants d’extraction des SS
comme le moyen de dispersion et d’hydro-
lyse de I'amidon ne conditionne pas la
réalisation d'une analyse qualitative des
GNS. Néanmoins, au terme de cette étude
bibliographique, les cellules sur fond vert
traduisent nos préférences pour l'obten-
tion d’un bilan détaillé des GNS. En ac-
cord avec cette sélection, nos travaux
méthodologiques [53, 90] ont permis
d’établir, étape par étape, la fiabilité d’'une
procédure utilisant les options analyti-
ques les plus performantes pour réaliser
ce type de bilan (figure 6). Originale par
son étape d'extraction des SS a partir
d’'une PV lyophilisée, elle associe les per-
formances de l'analyse chromatographi-
que pour le dosage des SS (analyse ex-
haustive d'une mélange glucidique) a
celles du dosage enzymatique du glucose
libéré apres dispersion par autoclavage et
hydrolyse enzymatique de I'amidon (sen-
sibilité et spécificité). La validation en
cours d'une méthode de dosage des GNS
par voie enzymatique sur « microplaque »
devrait prochainement nous permettre
non seulement de proposer une étape de
purification simplifiée (moins exigeante
que pour un dosage chromatographique)
mais également de valider une méthode
miniaturisée (PE de quelques mg d’échan-

tillon), mieux adaptée a des expérimenta-
tions générant de nombreux échantillons
de petites tailles.

Dans les années a venir, le développe-
ment méthodologique des techniques
SPIR pourrait nous permettre d’établir la
composition en sucres des différentes par-
ties ligneuses de l'arbre par l'analyse de
mesures spectrales effectuées au verger
(travaux en cours). Un tel progres aurait
des conséquences évidentes sur 'analyse
biochimique, mais ¢également sur la
conduite expérimentale du fait de 'aspect
non destructif des mesures ll
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