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Introduction

| NTRODUCTION

Le Mexique est le centre géographique d'origindadiamille des Agavaceae, on y
retrouve 75 % des especes existantes dans le nfGedeantes-Martineet al. 2002). Cela
est sans doute di a la situation géographiquexet@ditions environnementales de ce pays.
Plus de 90% des terres cultivables du Mexique,@og de 27 millions d’hectares se trouvent
en effet dans des zones arides et semi-arides ldagselles seules les plantes cactacées,
agavaceas et certaines succulentes peuvent pglgsdacilement en raison de leur capacité

a résister a la sécheresse et au froid (Hinojo64)20

Les agaves étant lI'une des rares plantes a se oggeel dans des conditions
environnementales peu favorables, leur culture pgésenté pour certaines communautés
mexicaines une part économique importante. C’'egpagticulier le cas de I'agave pulgquéro
(A. salmiana, A. mapisaga, A. atrovirens, A. anar&et A. ferox)qui présente plus de 100
utilisations possibles et surtout qui est a la lweséa production de pulque : la plus ancienne
boisson alcoolisée du continent américain (Steukra997). C'est également le cas de
I’ AgavetequilanaW. cv azul exploitée plus récemment pour la production dgite, autre
produit fortement associé a la tradition culturefiexicaine.

Jusqu’en 1960, la production de pulqgue au Mexiguait économiquement
importante, mais avec l'introduction d'autres boiss alcooliques telles que la biére sur le
marché mexicain, la consommation de pulque a atmatidatiquement. La culture des agaves
pulguéro s’est avérée de moins en moins rentablecéhséquence, les surfaces consacrées a
la culture de l'agave pulquéro représentaient plus en 2000 que 5% de celles dediéette
culture en 1960. (Abundis-Vargas 2007). Outre lesblgmes liés a la migration des
populations des campagnes vers les Vvilles, celae pégalement des problemes
environnementaux importants. La culture des agpasticipe en effet a la protection de

I'environnement en limitant I'’érosion des sols.
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En ce qui concerne la culture d@diave tequilanale contexte est différent. Il existe
toujours une demande importante de cette plante [@oproduction de tequila. Mais le
manque de planification et de concertation ont agnd une surproduction. En 2005, la
confédération nationale des producteuagavetequilana(CNPAT), avait prévu un excédent
de 1,8 millions de tonnes d'agave tequilana posirdleannées a venir. Les cours de cette

matiere premiere sont donc en forte chute.

Le gouvernement Mexicain se trouve donc confroateleux problemes : maintenir
une culture favorable a I'environnement d’'une patrtgarantir aux paysans une source de
revenus suffisante. C’est pourquoi, des recherchesnt a I'amélioration des procédés
traditionnels d'une part et le développement devebhes alternatives pour revaloriser la
culture d’agave pulquéro et utiliser le surplugpdaduction del’Agave tequilanad’autre part

sont nécessaires.

Les premieres recherches d’alternatives pour ikatiion des agaves et de leurs
dérivés se sont inspirées des procedes traditipreiedbnt déja dans certains cas, porté leurs
fruits ou sont en voie d’étre économiquement irggaates au niveau industriel (pulque en
canettes ; miel de maguey; sirop de fructose ettdnes; fibres d'agaves etc..).
Parallelement a ces différentes productions, ilt @dre envisagé d'utiliser 'aguamiel pour
des applications en biotechnologie. En raison decleesse de sa composition, I'aguamiel
représente un substrat intéressant pour la cullemmicro-organismes d'intérét (Islas-Lopez
et al. 2005; Martinez-Torres et Morales-Duran 2007; Rpgrz-Huezoet al. 2007). Mais
'aguamiel et plus spécifiquement les jus prodditpartir du coeur des agaves semblent
intéressants en raison de leur contenu polysacthaé. Les agaves sont en effet des plantes
stockant leur réserve énergétique sous forme d¢afras (Aspinall et Gupta 1959; Mancilla-
Margalli et Lopez 2006).

Or les fructanes sont connus pour leurs proprigbiotiques (ils stimulent
sélectivement la croissance et l'activité de baddrénéfiques dans le colon) et fonctionnels
(ils fournissent des avantages au-dela de la imutrite base, pouvant empécher la maladie ou
promouvoir la santé) (Van Loet al. 1999; Roberfroid 2002a; Roberfroid 2007). Aujoimal’
en raison de I'explosion du marché des produitaaiitaires fonctionnels, I'incorporation de
fructanes est de plus en plus importante. De plagut d’'inuline permet d’augmenter la

viscosité des produits alimentaires, donnant ghs de "corps” et optimisant les propriétés
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sensorielles des boissons de basses calorieskaeissijue la texture des différents produits,
yaourts, sauces de salade, mousses, chocolat, [@wo/anaet al. 2007; Leite-Toneliet al.
2007; Gonzalez-Tomast al.In Press).

Des travaux récents sur la caractérisation dextraits du cceur des agavast mis en
évidence la présence de fructanes avec une swuttds complexe (trés branchée) par
comparaison a celle de l'inuline de chicorée (Lopeal. 2003; Mancilla-Margalli et Lopez
2006; Waleckxet al. 2008). Ces structures appelées « agavines »,goierplus complexes,
présentent également des fonctions de prébiotiguisctionnelles (Urias-Silvast al. 2007;
Urias-Silvas et Lopez In press). Il peut donc Savéntéressant sur un plan économique de

les purifier.

En général, a I'issue d’'un procédé d’extractionfrietanes a partir d’'une matiére
premiére végétale, on se trouve en présence d'ulange complexe de molécules de
fructanes dont le degré de polymérisation (DP)restdispersé (3-60), ce mélange contenant
également des résidus de fructose, glucose etaaseh des sels, des lipides, des protéines et
des acides aminés (Smigs al. 2001). Or les applications potentielles des froesaet leur
intérét économique dépendent de leur degré de golyation et de leur degré de pureté. I
est donc indispensable de disposer de procédéspdeasion permettant la clarification, le

fractionnement et la purification de ces composeés.

Diverses études consacrées au fractionnement idiéendle chicoré font référence a
différentes méthodes telles que la précipitatidigthanol ou par un mélange de solvants, la
cristallisation, la chromatographie et enfin larfition sur membranes. A lissue de ces
études, il semble que les techniques de filtrasionmembrane soient I'une des voies les plus
prometteuses pour le fractionnement des fructanesiveeau industriel. (Smitset al 2001,
Silver 2003; Moermaret al. 2004; Paseephadt al. 2007). Les techniques de filtration sur
membranes poreuses permettent en effet de sépareoinposants d’'un mélange sur la base
de leur taille, elles permettent de répondre auxf@ratifs fixés a savoir la clarification, le

fractionnement et la purification (Cheryan 1998).

Les travaux que nous avons entrepris s’inscrivemicddans ce contexte. Il s’agit
d’étudier les potentialités des technologies memdiras pour le fractionnement et la

purification industrielle des fructanes, composantsute valeur ajoutée du jus d’agave, ceci
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afin de pouvoir a terme pérenniser la culture depantes indispensables a I'économie et a

I’environnement mexicains.

Le premier chapitre de cette thése a pour objectif de présenter Ig8rates
notions et concepts a la base de notre étude,tidigssé en trois sections consacrées
respectivement a la présentation de la matiére iprenf’aguamiel et les jus d’agave), a la
définition et aux propriétés des fructanes et présentation des techniques de séparation sur
membrane. Enfin la demarche suivie pour l'integratde technologies membranaires est

décrite.

Le second chapitreprésente les matériels et méthodes mis en ceuurenpener a

bien nos recherches.

Le troisieme chapitre regroupe I'ensemble des résultats obtenus et andprois
sections. La premiére est consacrée a la caratiérisde I'aguamiel au cours de la période
de production, la seconde a la caractérisatiorjudesxtraits des cceurs d’agave. La derniere
partie concerne I'étude des procédés de clarifinagit de fractionnement du jus d’agave par
filtration sur membrane, en vue de la production Idractions d’intérét différent, des

fructanes de haut DP, des fructanes de DP inteaimédit des fructo-oligosaccharides (FOS).
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CHAPITRE 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

|. GENERALITES SUR LES AGAVES ET LES JUS D’AGAVES

Les agaves sont des plantes de grande importancerégue dans les zones arides
et semi-arides du Mexique, (Cervantes-Ramirez 2R&narquablement bien adaptées a cet
environnement, certaines variétés d’'agaves oneébboitées par les premiers habitants de
I’Amérique Centrale pour de multiples usages : fage, nourriture , boissons, médicaments,
construction, tissage, papier,... (Granados-SancBé3)1 Au cours du temps, la culture de
certaines variétés d'agaves a représenté dansnesrtzommunautés mexicaines une part
économique de plus en plus importante, étant léesmulture possible dans des conditions
environnementales peu favorables. C'est en pagicié cas de l'agave pulquéro, qui
présente plus de 100 utilisations possibles ebsuiqui est a la base de la production de
pulque : premiere boisson alcoolisée du continemérecain (Steinkraus 1997). C'est
également le cas deAQave tequilana W. cv azul exploitée plus récemment pour la

production de tequila, autre produit fortement agsa la tradition culturelle mexicaine.

A. TAXONOMIE DE L 'AGAVE

En 1753, Carl Linneus a établi le genre agave @onbm provient du grecayauvog »

qui signifie « digne d’admiration ». La famille dAgavacées a été proposée par Endlicher en
1836. Apres 1960, les scientifiques ont propos&mihts arrangements dans les familles
Liliacées, Amaryllidacées et Agavacees, (Eguia®@5). Enfin, en 1997, Takhtajan a proposé
une classification scientifique traditionnelle cdetp pour les agaves en considérant toutes
les classifications antérieures (cf Tableau 1). Ulassification plus simple a été proposée
pour la classification phylogénétique par AngiogsperPhylogeny Group (APG,1998), qui
place cette famille dans l'ordre déssparagalesdirectement rattachée au groupe des
monocotylédones, (APG 1998).
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l.- Agaves

Tableau 1 : Classification taxonomigue des Agavacgeselon (Takhtajan 1997).

Domaine : Eucaryotae
Régne : Plantae
Sous-régne : Viridaeplantae
Phylum: Tracheophyta
Sous-phylum: Spermatophyta
Infra-phylum: Angiospermae
Classe : Liliopsida
Sous- classe : Lilidae
Sur-Ordre : Lilianae

Ordre : Amaryllidacées
Famille : Agavacées
Sous-famille : Agavoideae
Genre : Agave
Espece: spp (divers espéeces)

B. REPARTITION GEOGRAPHIQUE DES AGAVES

L’agave est une plante endémique sur le contin@étriaain, elle est présente du sud
du Canada jusqu’au nord de '’Amérigue du Sud etdes iles Caraibes. On la retrouve en
particulier au Mexique et dans toute 'Amérique Cale (Garcia-Mendoza&t al. 1995).
L'amplitude de son rang écologique lui permet deéeelopper depuis le niveau de la mer,
dans les dunes cotiéres, jusqu'aux bois localis&308 m d’altitude, I'optimum étant situé
entre 800 et 2500 m. Le Mexique est le centre ggggque d'origine de la famille des
Agavaceae qui inclut 288 espéeces parmi lesquelé®s sbnt des agaves. Dailleurs, on
retrouve au Mexique 125 espéeces differentes d'agsmie 75 % des especes existant dans le

monde. (Cervantes-Ramirez 2002).

C. DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE ET REPRODUCTION DES AGAVES

La morphologie des agaves ressemble a celles dessagulantes appartenant au
groupe des monocotylédones (aloes, nolinacea, liemea, xantorroea, dracénea,
sansevieria, etc) (Eguiarte 1995). La morphologpéque des agaves s’illustre sur la Figure 1.
La partie souterraine a la forme d’'un rhizome epéatie aérienne présente un coeur qui
supporte de longues et grandes feuilles fibreusposiées en forme de rosette et se terminant
en épine.
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Feuille (penca)
Ceeur (Tige, Téte, ananas)

Rejeton (Hijuelo)

© &0 ©® 0 00 ®
)
3

Racine

Figure 1: Description morphologique de I'agave (mguey). Musée National des Cultures Populaires,
México, Mexique). (Granados-Sanchez 1993).
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Ces feuilles comprennent un parenchyme chloroghyllichlorenchyme) épais et
recouvert d'une épaisse couche de cuticule cireDsece fait, les agaves sont appelées
plantes grasses ou encore plantes succulentéagii donc de plantes particulierement bien
adaptées aux conditions semi-désertiques et cdadtaplus que leurs racines, distribuées
principalement dans les premiers centimétres ducstlla capacité d’absorber rapidement
I'humidité. (Nobel et Bobich 2002). Le Tableau 2esbe une comparaison des aspects
morphologiques des agaves pulquétrtequilanautilisées respectivement pour la production

de pulque et de tequila.

Tableau 2 : Comparaison des dimensions morphologigs des agaves. pulquéro et A. tequilana (* Alfaro-
Rojas, 2007;%(Alonso Gutierrez 2005);*(Nobel et al. 1998)).

Caractéristiques A. pulquero®  A. tequilana®®
Hauteur de la plante (m) 2,2-5,0

Nombre des feuilles 34 — 46

Longueur des feuilles (m) 16-29 1,25
Largeur des feuilles (cm) 27,2 - 39,6 8-10
Nombre d’épines latérales 50 - 105
oo as-es 2
Hauteur de cceur (cm) 20-60
Poids de cceur (kg) 30 - 60 25-45

Les fleurs se trouvent au sommet de la tige, el@st de couleur jaune-vert et
possédent un ovaire infére. Les agaves sont deseplanonocarpiques, c'est-a-dire qu’elles
ne fleurissent qu’une seule fois et cet événeneprbducteur conduit a leur mort (Freenadin
al. 1977). Lors du démarrage de la floraison (qui @euwir lieu au bout de 8 a 10 ans selon
les especes et les conditions climatiques) (Sargtaemquin et Hope 1953), l'agave
développe une grande inflorescence terminale comot@niquement sous l'appellation de
"hampe," (encore appelégiiote au Mexique), suite a l'allongement rapide du néme
apical apres des années de croissance végétatile rdsette basique (Granados-Sanchez
1993). Les fleurs produisent un nectar abondant dwguel elles attirent selon I'espece
concernée, soit des colibris soit des chauvessoati encore des insectes, qui vont ainsi

participer a la dissémination du pollen (Arrizadaal. 2000).
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Toutefois, méme si la reproduction sexuée produgt grande quantité de semences,
les conditions de germination ne sont pas toujinés favorables et la déperdition est forte.
C’est pourquoi la reproduction des agaves est ipatement veégeétative et asexuée. Ces
plantes présentent en effet des groupes de rejbasaix reliés par des rhizomes souterrains

(Falk 2006). Chaque plante génére ainsi de 2 gefores succulents par année (Figure 2).

Figure 2 : Rejetons des agaves autour de la planteére (Reproduction asexuée).

D. RESERVES ENERGETIQUESDES AGAVES

Les adaptations des plantes au milieu naturelaghiigent sur leur morphologie et
leur physiologie. Parmi les stratégies d’adapta#iorn conditions climatiques des zones arides
se trouve la succulence. Les plantes succulentesroeffet, la capacité de retenir dans leurs
feuilles des quantités d’eau suffisantes a lewisuors des périodes de sécheresse au cours
desquelles leurs racines meurent par manque dlessuagaves font partie de ce type de
plantes, et sont classées dans la catégorie desfitzsn Ce type de plantes posséde un
métabolisme adapté au milieu aride, appelé Métsinali Acide Crassulacées (MAC),
(Granados-Sanchez 1993; Nole¢lal 1998). Les agaves absorbent ainsi le; @éndant la
nuit lorsque les stomates sont ouverts et le fixanis forme de composés a 3 et/ou 4
carbones sous l'action d'une enzyme : la phospHeg@mavate-carboxylase. Ces composés
s’accumulent dans les vacuoles du chlorenchymecipalement sous forme d’acide malique,
jusqu’au matin ou les stomates se ferment. Duggjtiur, grace aux réactions photochimiques
fournissant les molécules d’ATP et de NADPH nédessaces acides organiques sont alors
métabolisés au cours du cycle de Calvin libéramsides molécules de dioxyde de carbone
nécessaires a la synthése des glucides dans m®pmhktes (José-Jacinto et Garcia-Moya
1995).
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Les plantes chlorophylliennes synthétisent un gramsimbre de composés
organiqgues, fondamentaux ou secondaires. Lorsquigs sont pas consommeés pour
I'édification des divers tissus de la plante ourpaurespiration cellulaire, ces composés sont
mis en réserve sous forme de fructanes dans ledessagaves. Les fructanes sont des
polyméres solubles de fructose reliés a une maédellsaccharose terminale. lls représentent
les sucres de réserve chez 15% des especes despiniries dont les agaves (Pollock et
Cairns 1991; Pilon-Smitst al. 1995; Pilon-Smitt al. 1996; Wiemken 1996 ). Les fructanes
sont synthétisés et stockés dans les coeurs dsagéuwdre leur fonction de réserve de
molécules en C3 et C4, les fructanes jouent aussdle dans I'osmorégulation de la plante.
lIs peuvent agir comme agents protecteurs contrdéhydratation lors des périodes de
sécheresse ou de gel lors des périodes trés friidiesnkenet al. 1996). Une description
plus détaillée de ces molécules est présentédalanstion Il de ce chapitre.

E. PRINCIPALES UTILISATIONS DES AGAVES PULQUERO ET TEQ UILANA

Leur parfaite connaissance de la nature, acquigg@que prehispanique, a conduit
les premiers mexicains a utiliser les agaves seusultiples formes. A partir des feuilles, ils
obtenaient des fils pour I'élaboration de sacgttap, musettes, ceintures, filets de péche et de
cordes ; les feuilles complétes étaient utilisémwroe tuiles pour couvrir leurs maisons; les
épines étaient utilisées en guise d’aiguilles owldas. Les quiotes étaient employées pour la
fabrication de poutres ou de piquets servant anitéli des terrains. Avec les racines, ils
élaboraient des brosses, des balais et des cegbdilhfin du cceur de la plante, ils extrayaient
le jus (aguamiel), utilisé comme boisson pour lefamts et femmes enceintes mais a partir
duquel ils obtenaient, aprés fermentation, le peilgla boisson rituelle par excellence pour
ceux-ci (Granados-Sanchez 1993; Ramirez 1995).

Actuellement, seules les productions de fibres irpdes Agaves fourcroydes et
sisalianaplus connus sous le nom de « henequen et sisailde, boissons alcoolisées a partir
de jus d’agave persistent et représentent uneitéctteonomiquement importante dans les
zones arides et semi-arides du Mexique. Concetagrbduction de boissons alcoolisées, on
retrouve 3 régions différentes ou sont cultivéssagaves pulquéro, les agaves mezcatdro
les agaves tequileestinées respectivement a la production de puldgienezcal et de la

tequila comme on peut le voir sur la Figure 3.
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Les variétés les plus utilisées pour la producterpulque (agaves pulquégrsont :
A. salmiana, A. mapisaga, A. atrovirens, A. amearicat A. ferox (Escalantest al. 2004 ;
Alfaro-Rojas et al. 2007). Elles sont cultivées principalement suthét plateau central

mexicain qui inclut les états dtidalgo, Tlaxcala, Puebla et México.

Les agaves utilisées pour la production de mezaghe mezcalejosont : A.
Angustifolia Haw, A. Esperrima Jacobi, A. WeberiadC&. Potatorum Zucc y A. Salmiana
Otto ex SalmL’état d Oaxaca est la seule zone de cultbhéméficiant de « I'appellation

d’origine mezcal » (DOM) (Valenzuela-Zapata 2007).

La seule variété autorisée pour la production deike pure, est Agave tequilana
Azul cultivée pour «I'’Appellation d’'Origine Tequila ¢DOT) dans laVallée de Tequila
Jalisco, ainsi que dans les états de Guanajuatehddcan, Nayarit et Tamaulipas

(Valenzuela-Zapata 2007).

A. Tequiléero

A. Mezcaléro

Figure 3 : Distribution des principales zones de dture d'agaves d'intérét industriel pour la production
de boissons alcoolisées au Mexique.
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1. Origine et procédé actuel de production du pulge

Quand les Espagnols sont arrivés sur le territoiexicain, ils ont rapporté que
certains indigenes produisaient une boisson légamenalcoolisée (4-6 °GL) appelée
« poliuhqui », qui était utilisée a des fins médales, religieuses ou encore était offerte
comme stimulant aux victimes destinées au sacrifigetait la premiére boisson alcoolisée du
continent américain, obtenue par la fermentaticagufimiel, actuellement connue sous

I'appellation de pulque (Steinkraus 1997 ; Steinkrda002).

a. Préparation de la plante et extraction d’aguamie

L’extraction d’aguamiel est réalisée lorsque lempgs agées de 8 a 12 ans ont atteint
leur pleine maturité et présentent des feuilledraéss dont la taille est supérieure a 1,5 m
(Figure 4a ). Afin de profiter au mieux des réserga sucres de la plante, la récolte doit avoir
lieu avant la floraison généralement annoncée 'pavdrture des feuilles centrales (encore

appelées meyolote) (Figure 4b).

Le paysan coupe alors le meyolote et forme un cdeuns le cceur de l'agave (Figure
4c et 4d). A partir de ce jour la, et ce, toutesdh, le coeur d’agave est gratté avec un outil
métallique au niveau du creux formé (Figure 4e)rpoduire la sécrétion du jus ou aguamiel
(Figure 4f) qui est récupéré avec une « acocofBigure 4g). Il s’agit d’'un outil élaboré a
partir de la coque seche d'une large courge. Bgmte des perforations a chacune de ses
extrémités faisant ainsi fonction de grande pipattec laquelle le paysan aspire I'aguamiel
(Figure 4h, 4i). Aprés sa récolte, 'aguamiel déédentes plantes est rassemblé dans des

tonneaux en bois pour étre transporté au "ting€&jjure 4j).

Au moment de sa récolte, I'aguamiel est un jusstuaide ambré, il présente un goat
sucré et une odeur légerement fruitée caractersstitp 'agave. Le volume de jus produit par
pied d’agave et par collecte varie au cours deéliode de production selon une courbe de
type gaussien. La quantité maximale de jus cokeetgie de 2 a 3 L par collecte soit 4 a 6L.

jour™ et ce pendant une période de 4 & 6 mois.
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Figure 4 : Préparation d’agave pulquéro, récolte daguamiel et production de pulque.
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b. Fermentation de I'aguamiel en vue de I'élaborate pulque

Bien que la fermentation de l'aguamiel commence s@gesecolte puis lors de son
transport grace aux micro-organismes presentseai@onent dans la plante, I'environnement
et les tonneaux de transport (Figure 4f a 4j)etanentation principale est réalisée au "tinacal”
dans de grandes jarres en bois (Figure 4k). Etla@®lérée par addition d'une quantité de
pulque précédemment produit. Ainsi la boisson estrdsultat de l'action d'une grande
diversité de bactéries mettant en ceuvre simultanedes especes telles quactobacillus
mesenteroides et dextranicumgsponsables de la viscosité de la boisson, masi ales
levures telles quesaccharomyces carbajakt Pseudomones lindneresponsables de la
production d’alcool (Sanchez-Marroquin et Hope 1¥alantet al. 2004).

La duree totale de fermentation varie de 8 a 1%sjselon la température ambiante
(la température idéale est de 28°C) et la condamtrale micro-organismes inoculés. Le
produit final, appelé pulque (Figure 4l) est unuide d’apparence laiteuse translucide,
légérement visqueux, présentant une odeur citrfquiede et une concentration en alcool
comprise entre 4 et 6%. Le Tableau 3 rapporte fiapavaison des principales caractéristiques

physico-chimiques de I'aguamiel et du pulque.

Tableau 3 : Comparaison de la composition de I'agumaiel et du pulgue *(Nmx-V-022 1972)** (Nmx-V-037
1972).

Caractéristique Aguamiel * Pulgue**
pH 45-75 35-4,22
Indice de réfraction (20°C) 27 -100 1,33-1,34
Solides totaux (g/100 ml) 7-17

Sucres réducteurs totaux

(g équivalent glucose/100 ml) 6-12 01-08
Sucre§ réducteurs libres 2.3

(g équivalent glucose/100 ml)

Gomm.es 02-6

(g équivalent glucose/100 ml)

Protéines (mg/100 ml) 100 - 600

Cendres (mg/100 ml) 180 - 430

Acidité (mg/100 ml) ac. Lactique 09-4 0,4-0,75
Degré alcoolique (%) 4-6
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2. Origine et production de la tequila

La tequila et le Mezcal sont les principales baissalcoolisées du Mexique et leur
réputations mondiales ne sont plus a faire. Lactérnatique principale de la tequila est
gu’elle est produite uniquement a partir dégave tequilanala plante la plus populaire du
Mexique. Dans la région d’appellation d’origine @equila, 8000 agriculteurs répartis sur
90000 hectares approvisionnent 105 entreprisesuptaces de tequila (Fundacion Produce
Jalisco, 2005).

a. Préparation des coeurs d’ agave tequilana pgumoduction de tequila
La récolte deAgaves tequilan@&ncore appelée «jima », a lieu aprés 7 a 9 ans de

croissance lorsque la plante a atteint sa mat{iiggire 5a), (Nobeét al 1998). La plante est
alors débarrassée de ses feuilles acérées, lesayefrigure 5b). A I'aide d’'un outil tres
tranchant appelé "la coa”, le "jimador " (cultivated’agave) sectionne tout d’abord les
racines affleurantes, déterre I'agave, puis laurgt® et découpe le coeur qui ressemble a un

ananas géant de 25 a 45 kg encore appelé « pifia saur d’'agave » (Figure 5c).

b. Cuisson des coeurs d'agave
Aprés avoir été coupés en deux ou quatre morcédesipifias sont chargés dans un

grand four en brique ou en béton pour la cuissondgue entre 32 a 48 heures a une
température voisine de 100 °C (Figure 5d). Cessfdwaditionnels sont de plus en plus
souvent remplacés par des autoclaves géants aféddee les temps de cuisson a seulement
6 heures grace a une température de 121°C et assiqgm de 1,20 bar. C’est au cours de cette
cuisson sous vapeur, que les fructanes de la pkorie hydrolysés en fructose qui sera
transformé en alcool lors des étapes de fermentatit@érieures, (Cedeno 1995; Mancilla-
Margalli et Lopez 2002; Walecket al 2008).

c. Extraction et fermentation du jus
Les pifias cuits sont pressés en présence d’eawl’afinextraire le sucre des fibres

(Figure 5e). Le jus est alors transféré dans dedgs citernes de 5000 a 50 000 litres (chez
les grands producteurs) ou a lieu la transformadies sucres en éthanol, aldéhydes, acides
organiques et esters (Figure 5f), sous l'actionldesresSaccharomyceprincipalementLa
fermentation dure de 20 a 80 heures a températnbgaate (environ 30 °C) (Cedeno 1995;
Escalanteet al. 2004; De Leon-Rodriguezt al. 2006; De Leon-Rodrigueet al. 2008 ; Diaz-
Montanoet al.2008).
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Figure 5 : Préparationd’Agave tequilanaet production de tequila.
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d. Distillation de la Tequila
Selon la loi mexicaine, cette distillation doiteétéalisée en deux étapes. Tout d’abord, le jus

fermenté appelé aussi "mosto " subit une premiestélation dans un alambic en inox ou en
cuivre (Figure 5g). On obtient un produit nommédinario” dont le degré est compris entre
20° et 30° GL. On procéde ensuite a la seconddlatisin qui conduit a la tequila jeven
abocado » ou «gold»,00 % agave pure dont la teneur en alcool peundtejusqu’a 55°GL
(Figure 5h). Ce produit doit au moins avoir vie8l jours dans un flt de bois pour obtenir
I'appellation Tequila "reposado»Mais selon les producteurs, I'étape de vieilissat peut
durer jusqu'a 12 mois, ce qui induit des arébmessnaaissi des godts différents. Selon le
temps passé en fit, la Tequila est plus ou moirméan(Figure 5i) et son goQt plus vanillé et
épicé donc plus doux (remarque : du caramel pétteyajouté afin de parfaire la coloration).

Une tequila "afiejo" est une tequila qui a passénde trois ans dans un fat de bois.

F. AVENIR DE LA CULTURE ET DES PRODUITS DERIVES D ' AGAVES AU
MEXIQUE

1. Contexte socio-économique

Jusqu’en 1960, la production de pulque était écamoement importante au
Mexique. Narro-Robles (1992) a rapporté une consatiom de 850 millions de litres par an,
produits a partir d'une surface de culture de 53@§0'état d'Hidalgo étant le principal état
producteur avec une surface de culture de 2600(Nbaro-Robleset al. 1992; Blomberg
2000). Avec l'introduction de la biere sur le ma¥ahnexicain, la consommation de pulque a
dramatiquement chuté, en 1994 elle ne représegniaitque 11% de la consommation d'alcool
totale, la biére représentant 54 % de la consoroma#fictuellement, le prix du pulque (de
0,26 & 0,4 USD.1) ne rétribue plus le travail de production (Medinasilet al. 2000). En
conséquence, la culture de l'agave pulqueérconsidérablement diminué et en 2000 il ne
restait plus dans I'état d'Hidalgo, que 1 200 hiéivaés, soit 4% des surfaces consacrées a la
culture de I'agave en 1960. Dans certaines régiessagaves ne sont plus plantées que sous
forme de haies pour limiter les aires de culturgtast ainsi I'érosion de la terre. D’apres un
rapport sur la production nationale de pulque eb¥2@ette derniére ne représentait plus que
112000 L.moig dans I'état d’Hidalgo (70% de la production to}al@5000 L.moig dans
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l'état de Tlaxcala et 17000 L.mdislans I'état de Mexico, I'ensemble de cette producti
représentant moins de 5 % de la production estené60 (Abundis-Vargas 2007).

En ce qui concerne la culture dédave tequilanale contexte est différent. Suite a
de fortes gelées responsables en 1997 de la déstrde plantules Agave tequilanalans la
zone d’appellation d'origine, de vastes programmesplantation ont été mis en ceuvre
jusqu’en 2004 afin d’assurer une production suffisgoour approvisionner l'industrie de la
tequila. Mais le manque de planification et de estation ont conduit a une surproduction.
En 2005, la confédération nationale des productg'dgavetequilana(CNPAT), a prévu un

excédent de 1,8 millions de tonnes d'agave tequipaur les 4 années a venir.

Le gouvernement Mexicain se trouve donc confrordéux problemes :

» d'une part, il se doit de préserver I'existencdadeulture du "Tlachique" (production
d’aguamiel), en trouvant de nouvelles alternatigesutilisation de cette matiére
premiére, ceci afin d’éviter I'exode rural, de cen®r la biodiversité et d'éviter la

désertification des zones semi-arides.

« dautre part, il lui faut trouver de nouvelles wide valorisation de Agave tequila
pour absorber les excédents de production et garamt paysans concernés des

revenus acceptables.

C’est pourquoi des l'an 2000, des recherches visawiévelopper de nouvelles
alternatives pour [l'utilisation de l'aguamiel et sdegaves pulquéro ont été conduites
notamment a I'Université Technologique de Tecamiach@JTT) et ont permis I'émergence
de nouveaux produits et de nouveaux débouchédgmagaves.

2. Nouvelles alternatives pour l'utilisation des agves

Les premieres recherches alternatives pour I'atiti; des agaves se sont inspirées
des procédés traditionnels et ont déja dans certas, porté leurs fruits ou sont en voie

d’étre économiquement intéressantes comme noapp®rtons ci-apres.
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a. Production de Pulque en canettes

Des 1997, une petite entreprise mexicaine a eidreges recherches pour
standardiser la commercialisation de pulque enttemafin de concurrencer la biere. En aolt
2006, cette entreprise était alors capable de p®@00000 cannettes.mdisde pulque
aromatisé « pulgue del Razghtp://imece.com.mx/noticia 2006091 2htm.htin

b. Miel de Maguey

Tres t6t, des associations de femmes habitant diesizones rurales ont eu l'idée a
I'échelle domestique, de concentrer I'aguamiel ea d’obtenir un produit trés sucré encore

appelé « miel de magueywww.conaculta.gob.mx/.../06ene/indigenas.htrDes industriels se sont

inspirés de ce procédé créant une entreprise (Adweirias FAROC) qui commercialise et
exporte ce produit dont la qualité pourrait étrangiement améliorée grace a un procédeé de

clarification adapté.

c. Sirop de fructose et fructanes

En 1997, un brevet d’invention portant sur un pdécéle production de sirop de
fructose a partir d'agave a été déposé (ZunigaeRaet al. 1997). Suite a ce brevet, des
entreprises (Nekulti, Agaviotica, SA de CV, Nutr&AJ ingredientes, mieles unicornio, etc.)
se sont intéressées a l'extraction et la produatierfructanes a partir Aave tequilana
principalement. Le procédé d’extraction utilisé [@asociété Agaviotica, SA de CV s’inspire
de celui établi pour I'extraction d’inuline de chrée. Il ne comporte aucune étape de

fractionnement des inulines, ni de séparation degdnes.

d. Sous-produits des fibres d’agaves

La bagasse, résidu fibreux obtenu suite a I'exttactdes sucres de Agave
tequilang se présente sous forme d’amas de fibres brunasgadont une petite partie est
utilisée dans des productions artisanales en tamtcgmbustible, de matiere premiere pour
I'élaboration de briques, pour le rembourrage éges ou encore comme garniture de calage
pour 'emballage de la vaisselle. D’autres utiligas ont été suggérées dans la littérature, a

savoir son utilisation comme substrat pour la celtde champignon, comme matiere
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premiére pour la fabrication de panneaux compodsitesnopressés, la fabrication de papier
ou encore la préparation de charbon actif. AlonstiegBez (2005) a proposé d'utiliser ces

fibres en vue de la production de xylitol et d’étbla

Parallelement a ces différentes productions, it p&e envisagé d'utiliser 'aguamiel
pour des applications en biotechnologie (Islas-kzadeal 2005; Martinez-Torres et Morales-
Duran 2007; Rodriguez-Huezt al. 2005). En effet d’apres le Tableau 3, il appacaihme
un excellent milieu de culture. Mais I'aguamiepéis spécifiguement les jus produits a partir
des coeurs d'agaves semblent intéressants en rdsoleur contenu polysaccharidique,
notamment de type fructanes, qui sont connus pauns Ipropriétés prébiotiques (Martinez
Del Campo Padilla 1999; Martinez-Torres et Morddesan 2007) ainsi que par la présence
de métabolites secondaires dans le cceur d’agageéul (les tanins, saponins, triterpene et
flavonoides) présentant des effets bénéfiques pausanté et le contrble de maladies
(Meixueiro-Valverde 2004; Andrade-Cetto et Heinr®905; Fernandez-Anderson 2005).

Le développement d'un nouveau procédé de séparaisamt a la purification de
fructanes semble étre une alternative intéresspote favoriser la valorisation des sous
produits des agaves. Pour cela, il est indispeasadlmieux définir la composition et les
structures de cette famille de composés. C’est gaad, nous allons nous attacher dans la

section suivante.
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II. LES FRUCTANES

A. GENERALITES

Les fructanes sont des fibres alimentaires solupksni lesquelles on trouve des
polysaccharides, des oligosaccharides et des swlstaégétales correspondant a la réserve
glucidique des végétaux. Pour de tres nombreugesces, 'amidon représente le glucide
majoritaire de réserve, pour d’'autres especes colarbetteraveReta vulgari3, ce réle est
rempli par le saccharose. Mais environ 12 a 15 %wiégétaux superieurs accumulent leurs

glucides sous une troisieme forme de réserverulesahes (Hendry, 1993).

Les fructanes, polyméres de fructose hydrosolulolesété identifiés par Rose en 1804
dans les rhizomes d'aundeaula heleniuny, une dicotylédone de la famille des Astéracées
(travaux cités par Pontis et Del Campillo, 19853p0is, les fructanes ont été répertoriés chez
de nombreux genres de bactéries, chez de nombresiseses de végétaux supérieurs, et chez
quelques genres de champignomsspergillus Penicillium Fusariun), d’algues et de
bryophytes. Les espéces accumulatrices de fructamesent environ un tiers de la surface
végétale du globe et appartiennent aux famillesgit@permes les plus évoluées (Hendry,
1993).

Ces structures ont été plus particulierement é#sdiéhez cing familles de
dicotylédones (principalement chez les Astéracégsésentant environ 25000 especes) et
dans deux familles de monocotylédones, les Liliacgieles Poacées. Dans le Tableau 4 est
présentée une liste des especes végétales acctimesafiuctanes (Hendry et Wallace 1993;
Campbellet al. 1997). Parmi les especes accumulatrices de frests® trouvent des especes
importantes du point de vue économique comme desales (blé :Triticum sp orge :
Hordeum vulgargavoine :Avena sativg des espéces utilisées pour I'alimentation humain
(chicorée :Cichorium intybus oignon :Allium cepg, et des plantes ornementales (dahlia :

Dahlia variabilis, tulipe : Tulipa gesneriang (Hendry et Wallace 1993)
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Tableau 4 : Concentration en fructanes de quelquesspéces végétales (d’'aprés (Schorr-Galindet al.

2000)).

Inuline (% MH) Végétaux Espece
15-25 Ail Allium sativum
15-20 Salsifis Scorzonera hispanica
15-20 Yacon Polymnia sonchifolia
15-20 Racine de la Chicorée Chicorium intybus
15-20 Topinambour Helianthus tuberosus
15-20 Tubercule du Dahlia Dabhlia sp.
10-15 Racine d'asperge Asparagus officinalis
10-15 Poireau Allium porrum
8-13 Murnong Microseris scapigera
2-6 Artichaut Cynara scolymus
2-6 Oignon Allium cepa
0,7 Seigle Secale cereale
0,4 Blé Triticum durum
0,3 Banane Musa sp

% MH : % par rapport a la matiére humide

Chez les végétaux, les fructanes sont synthétisés da vacuole a partir du
saccharose cytoplasmique, grace a l'action d'ermyspécifiques (fructosyltransférases et
invertases). Une premiere enzyme initialise lalsys¢ de fructanes par transfert d’'un résidu
de fructose sur une molécule de saccharose foroeagtie I'on appelle le 1-Kestose. Ensuite
une autre enzyme de type fructosyltransféraseféansle nouveaux résidus de fructose sur
une molécule de fructane de DP supérieur ou édalallongeant ainsi la molécule. La
synthése de fructanes est modulée par la lumidrmfue sur la disponibilité du saccharose

au sein de la cellule.

Un des rbéles du métabolisme des fructanes seraitrédaler la concentration
cytosoligue en saccharose. En effet, chez les gdarles assimilats carbonés issus du
processus de photosynthese sont transportés sone tte saccharose vers les tissus ou ils
vont étre utilisés ou stockés. Toutefois, en raiderproblemes liés a 'augmentation de la
pression osmotique intracellulaire, le saccharespaut s’accumuler indéfiniment. Lorsque la
concentration en saccharose devient trop importdieteces de résidus saccharose va étre
utilisé pour synthétiser des fructanes. Moins actjtie le saccharose d'un point de vue

osmotique, ces derniers vont pouvoir s’accumulaeteaplus hautes concentrations que le
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saccharose sans que le pouvoir réducteur ni gemdlarité de la cellule soient modifiés de
facon significative. (Van Laere et Van Den Ende200

De plus, a la difféerence des autres polysaccharidgeseserve, les fructanes sont
hydrosolubles et possedent une forte capacité tdatign de I'eau en raison de leur nombre
important de groupements hydroxyles. Cette pasdittél structurale suggéere que les fructanes
soient impliqués dans les mécanismes d’osmoprotectiasés sur l'association étroite entre
solutés et composeés tels que les protéines etipgieed membranaires (Serraj et Sinclair
2002).

A ce titre, ils vont permettre aux plantes d'ajuser potentiel osmotique au cours
des différentes phases de leur développement masi dors de leur exposition a des
conditions extrémes. Il a été rapporté que la aunagon en fructanes augmente dans les
tissus en réponse a la sécheresse ou aux basggEsdames (Pilon-Smitst al. 1995; Koops
et Jonker 1996; Pueblket al. 1997; Wei et Chatterton 2001). De plus, il a &béifie que
'accumulation des fructanes due au froid, c'edira-lorsque la plante est soumise a des
températures proches ou inférieures a 10°C, alesupplément et non en remplacement des
autres formes de mise en réserve des glucideguel$amidon ou le saccharose (Chatterton
et al. 1989). C’est sans doute pour résister aux comdit@imatiques caractérisées par des
périodes saisonnieres de froid et de sécheresskegfmacées des zones tempérées et arides
synthétisent toutes des fructanes (Chattestal, 1989; Hendry et Wallace 1993)).

B. DEFINITION ET STRUCTURE

Les fructanes sont des oligoméres ou des polyméeeBuctose construits a partir d'une
molécule de saccharose. lls contiennent un résedD-glucose eh résidus de D-fructose
sous forme furane, leur degré de polymérisation) (B8® égal an+1. Les résidus sont liés
entre eux par des liaisons O-glycosidiques soif€B— 1) soit enp-(2-6) qui engagent
systématiqguement le carbone 2 du fructose termpmatant la fonction réductrice. Les
fructanes sont donc des glucides non réducteursille des fructanes qui est proportionnelle
au nombre de monomeéres qui les compose, s’exprid@eerglement en degré de
polymérisation (DP), celui ci peut varier de 3 aré8idus de fructose. Si le DP est inférieur a

10, ces polymeéres sont connus comme fructo-olighsaimes (FOS), mais si le DP est
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supérieur a 10, ils sont appelés polyfructaneydlet al. 1997; Corradiniet al. 2004), le
représentant le plus connu des polyfructanes défantine, découverte dans les rhizomes
d’'une dicotylédone de la famille des Astéracdesla heleniunpar Rose en 1804, (Pontis et
Del Campillo 1985).

La structure des fructanes dans les végétaux salim I'espece végétale mais aussi
en fonction des conditions climatiques de son emviement (Vijn et Smeekens 1999; Kocsis
et al. 2007). Les fructanes sont classés en quatre gsomageurs en fonction des liaisons

glycosidiques reliant les résidus fructofuranosgese-eux.

» Les fructanes de type « Inuline »

Les inulines sont des fructanes linéaires avedids®ns3(2- 1) entre les unités de
fructose et leur glucose est en position termindle. 1-kestotriose, également appelé
isokestose, est la plus petite molécule représenthnla famille des inulines (Figure 6A). Ce
type de molécule correspond aux fructanes trouvisz des dicotylédones (chicorée,
topinambour :Helianthus tuberosyspissenlit : Taraxacum officinalg artichaut :Cynara
scolymu}¥ et chez quelques monocotylédones, appartenatdrdrel Asterales (Koops et
Jonker 1996).

> Les fructanes de type « Lévane »

Les lévanes sont également des fructanes linéaiags constitués par I'enchainement
de résidus fructose liés §i{2-6) et leur glucose est en position terminale. Gntteuve
principalement chez les monocotylédones et leshast En général, les bactéries produisent
des molécules de lIévane avec un DP de plus d@a®anités de fructose (Figure 6C) (Vijn
et Smeekens 1999).

» Les fructanes de type « Néoséries »

Les fructanes de ce type sont synthétisés a partiG-kestotriose (ou néokestose), le
résidu glucose se retrouve donc a l'intérieur dent@écule. Lorsque les liaisons entre les
résidus fructosyles sont de typ€ - 1), on parle de fructanes de type « néosérie iaujn

mais si les liaisons entre les résidus fructosgest de typeB(2-6), on parle alors de
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fructanes de type « néosérie lévane ». Les unit&sokes supplémentaires viennent se fixer
sur I'un des deux résidus fructose terminal du @Gtdtriose par des liaisorf¥2-1)

(fructanes de la néosérie inuline) ou par desdr@f(2 - 6) (fructanes de la néosérie lévane).

» Les fructanes de type « Graminanes »

Les fructanes de cette famille sont des polyméigsemet branchés dont la structure
est plus ou moins complexe. En général, le résigttdse du saccharose est substitué a la fois
par une chaine de résidus fructose liég(@n- 6) et par une chaine de résidus fructose liés en
B(2-1). Le résidu glucose peut étre en position terhainaais il peut étre lui aussi substitué
par une chaine de résidus fructose liei@r 1). Enfin les chaines de fructanes peuvent
elles-mémes étre branchées si I'un de leurs rédidatose est disubstitué. On retrouve ce
type de structure plus spécifiquement chez les igees, (blé et I'orge). Un exemple de ce
type de fructane branché est la molécule de bifar¢,6-kestotétraos@igure 6D) (Bonnett
et al. 1997).

Les végétaux peuvent accumuler des fructanes a&patta un seul ou plusieurs de
ces quatre types de structures. Dans la familleAdtSracées, le topinambouddlianthus
tuberosuy accumule uniquement des fructanes de type inulae contre, la chicorée et le
dahlia accumulent majoritairement des fructanesyde inuline mais aussi des fructanes de
type lévane (Carpitat al. 1989 ; Bonnetet al. 1994). Cette famille a aussi la particularité
d’accumuler des fructanes exclusivement composéégiéus fructosyles (Ernst al. 1996).

Ces fructanes sont synthétisés a partir d'un faecto la place du saccharose et sont appelés
inulo-n-ose (Van Den Ende et Van Laere 1996). Ces frustammt donc des glucides

réducteurs car la fonction cétone du premier régigitosyle de la chaine est libre.

Les Liliacées tels que I'oignon possedent des &nes de type inuline et de type
néoseérie inuline (Ritsema et Smeekens 2003a ; 20035t chez les Poacées que la structure
des fructanes accumulés est la plus complexe. fem, éfs fructanes présents chez cette
famille peuvent appartenir aux quatre types dégitcédemment (Bonneétt al 1997).
Généralement les Poacées affichent une prédomimintaisong-(2 - 6) (Chattertoret al.

1990 ; Bancaét al. 1992), sans toutefois exclure la présence deha(2- 1).
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Figure 6 : Structure des fructanes ((A) type inulire, (B) type néoséries inuline, (C) type lévane dd) type
graminane). La molécule de saccharose est entour@a pointillés et les numéros dans un rond noir
correspondent aux liaisons glycosidiques entre ledifférents monosaccharides (Ritsema et Smeekens

2003a).
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Les agaves, plantdsliacéesmonocotylédones sont aussi un exemple dans léegiel
fructanes sont les principaux glucides de réselvesont synthétisés et stockés dans le coeur
de la plante. La structure des fructanes chegdi4 tequilana W. cv azat|'’A. americanaa
été considérée comme étant de type inuline (Sardiaeoquin et Hope 1953; Bathia et
Nandra 1979; Wang et Nobel 1998). Mais d’autresratteurs (Aspinall et Gupta 1959 ;
Satyanarayana 1976; Dorlamd al. 1977 ), signalent dans lgave veracruzun mélange
complexe de fructanes présentant un grand nombreratechements, des unités glucoses
internes et des liaisons de typ€2—1) etp-(2—6). Enfin, (Wang et Nobel 1998) ont décrit
chez I'A. desertj la présence dans le tissu vasculaire de la plaletdsOS avec des unités
glucose internes et un DP de 5.

Des travaux récents sur la caractérisation dextraits des coeurs Apgave tequilana
A. angustifolia A. fourcroydesA. potatorumet A. cantala ont mis en évidence la présence de
fructanes de type graminane mais présentant uoetwte tres complexe car tres branchée
(Mancilla-Margally et Lopez 2006; (Lopeet al 2003; Waleckxet al 2008). Mancilla-
Margally et Lopez ont proposé le nom de gramindmmaschés ou agavines pour caractériser
les fructanes isolés a partir d’'agave. Une reptéien schématique de la structure des
agavines est donnée sur la Figure 7. Les agavinesuro DP compris entre 3 et 29 et
représentent entre 60 et 85 % du total des cadates solubles dans I'eau et de 15 a 40 %
des sucres (saccharose, glucose et fructose)ekibifité métabolique de ces molécules leur
permet facilement de se polymériser et dépolymégseglucides solubles selon I'étape de
développement des agaves et des conditions eneinoemtales.
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Figure 7 : Structure des fructanes de la famille Agvine d’aprés (Mancilla-Margalli et Lopez 2006).

C. EFFETS PHYSIOLOGIQUES DES FRUCTANES COMME PREBIOTIQU ES

Les fructanes, comme toutes les fibres alimentaieesont ni digérés au niveau de
'estomac ni adsorbés dans l'intestin gréle, miaisubissent une fermentation partielle ou
totale dans le c6lon. lls sont donc considérés cerbénéfiqgues pour la santé a plusieurs
titres.

D’une part, ils participent au bon fonctionnement cblon. lls contribuent, en
augmentant la fréquence et le volume des sellessoalagement des symptébmes de la
constipation (Dysseler et Hoffem 1995 ; Cherbut20®razniket al. 2002 ). Mais aussi,
comme l'ingestion de fibres augmente l'effet desg#é, ils participent a l'efficacité des

régimes pour les personnes en surpoids.

D’autre part, les fructanes sont considérés comee aliments fonctionnels ou
prébiotiques c'est-a-dire comme des aliments quinfesent des avantages au-dela de la
nutrition de base, pouvant empécher la maladierompuvoir la santé. N'étant ni digéres, ni
absorbés avant leur arrivée dans le c6lon, lesdnes vont servir de substrat pour la flore
intestinale. Or cette microflore semble jouer uteriinportant sur la santé et le bien-étre

immédiat et a long terme chez les adultes et lasrissons (Bruzzest al.2006).

En raison des préocupations de santé et de bien d&s consommateurs, de
nombreuses études ont été consacrées ces deanegss aux roles de la flore intestinale et a

I'impact d’aliments dits prébiotiques sur cette neftore.
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Ainsi, des travaux scientifiques suggeéerent queyd'stion de prébiotiques limite le
développement de bactéries pathogenes intestimpliedle a un role favorable sur le systeme
immunitaire et limite le développement de malada&ergiques (Kolidaet al. 2002 ;
Roberfroid 2002a ; Roberfroid 2002b ; Kolida et &b 2007; Roberfroid 2007 ).

Parmi les aliments prébiotiques, les fructanes kastinulines que les FOS, sont
classés comme prébiotigues modéles en raison dedéets bénéfiques sur la croissance de
Bifidobacteriaprincipalement. lls auraient une action positivela suppression des bactéries
pathogénes putréfactives et permettraient égalef@genéduction des concentrations en
cholestérol dans le sérum sanguin (Pool-Zabedl. 2002 ; Guarner 2005 ; Kolida et Gibson
2007; Roberfroid 2007 ; Seifert et Watzl 2007 ; Ay@007 ).

La consommation d’inuline et de FOS permettrait l&gent d’augmenter la
biodisponibilité du calcium. En effet, les acideagya chaines courtes formés au cours de leur
dégradation par la flore intestinale entrainent weesse du pH luminal, favorable a
l'lonisation du calcium, celui-ci est alors absorpkis facilement par diffusion passive
(Abramset al.2005; Abramst al.2007; Coxam 2007; Hollowast al.2007)

Un impact favorable sur la réduction des risquescalecer colorectal a été aussi
rapporté : le butyrate, un acide gras a courtemebgroduit de la fermentation des fructanes
favorise l'installation d’'une flore intestinale élijorée. La création d’un milieu acide dans le
gros intestin diminue alors les possibilités d’albe des substances carcinogenes a la surface
des cellules intestinales et favorise ainsi desditimms qui ralentissent sérieusement le
développement tumoral (Pool-Zokatlal 2002 ; Pool-Zobel 2005; Kim et Milner 2007; Pool-
Zobel et Sauer 2007; Raftet al.2007).

En ce qui concerne les fructanes de type « Agayioes structures bien que plus
complexes, présentent également des fonctions éleigtiques (Urias-Silvas et Lopez In
press). Il a été rapporté récemment que les agagnkes inulines d’agave contrdleraient la
glycémie et I'homéostasie lipidique (contrle duxtale cholestérol). Les auteurs soulignent
l'influence positive de ces deux types de fructases le contrdle de I'appétit (due a la
modulation des peptides gastro-intestinaux) et damda régulation du poids corporel. Ces

fructanes pourraient étre intéressants pour ler@lende I'obésité. (Urias-Silvas al 2007).
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Comme le potentiel prébiotique des fructanes is&gaves est similaire a celui des
fructanes de type inuline, un nouveau débouchévetopour cette matiere premiere. Des
études et le développement d’applications allansdz sens sont déja en cours au Mexique

et en partenariat avec des laboratoires francais.

D. PRINCIPALES APPLICATIONS DES FRUCTANES EN INDUTRIE A LIMENTAIRE

Initialement, l'utilisation des fructanes de typailine dans l'industrie alimentaire a
ete limitée a la production de café, en raison aiitgamer produit lors du procéde
d’extraction (Dykins et Englis 1933), par réactibs Maillard (Villardet al. 2003) ou induit
par la caramélisation des fructanes (Loehmar 19%8gpuis, une grande diversité
d’applications a été trouvée pour les fructanestdtEoneliet al 2007). Par exemple, du fait
de ses propriétés physico-chimiques, l'inuline @ utilisée comme additif dans I'industrie
alimentaire et notamment se substituer aux sudras»egraisses dans les produits a faibles

teneur en calories.

Les fructanes sont en effet stables aux pH trode@s la majorité des aliments (pH
4-7), ainsi qu’aux basses et hautes températunesbireret al. 2008). Le point de fusion de
I'inuline pure sous forme cristalline est supériaut99°C. Dépourvue d'arbmes, tres soluble
(sa solubilité dans I'eau varie respectivement@et6330 g.[* lorsque la température passe
de 10 a 60 °C), cette fibre alimentaire peut &oeliporée dans tous les produits alimentaires
sucrés ou salés. C'est un ingrédient alimentapendgant a une demande précise du marché
actuel: matiere premiere naturelle, apport en $ilakmentaires, allégement en sucre et en
graisses (Bigot 1997; Leite-Tonat al 2007). Toutefois, en tant que fibre et sous fodme
poudre, le pourcentage d'inuline dans un produitlewgait pas, semble-t-il, étre supérieur a
15 %, sinon la sensation en bouche risque de dewsableuse» (Bigot 1997; Flickinger et
Fahey 2002; Yun 2003; Verdom al.2005; Roberfroid 2007).

En tant que molécule tres hydrophile, I'inuline riewgrande capacité a retenir I'eau
au sein de l'aliment ou elle est incorporée, lunféoant ainsi une texture plus moelleuse.
Cette capacité de rétention induit également dasgdments des propriétés rhéologiques et

principalement de viscosité. De plus, grace a soav@r de retention d'eau, linuline
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contribue a améliorer la stabilité des émulsionslest aliments (Vervooret al. 1999; Van
Den Mooteret al.2003; Yun 2003; Tsengt al.2008).

Des études ont montré que les interactions errrdifie et les hydrocolloides des
produits alimentaires dérivés du lait conduiseritobtention de produits présentant une
meilleure texture (Gonzalez-Tomasal In Press; Tarrega et Costell 2006; Akinal. 2007;
Villegas et Costell 2007; Silva 1996). C’est powijuinuline est beaucoup utilisée en tant
que substitut de matiére grasse pour la fabricat®produits laitiers allégés. Son intérét en
tant gu’analogue de matiére grasse est essent@ileassocié a sa capacité a produire une
texture semblable a la creme. Elle confere ainsl'atectuosité a l'aliment allégé tout en
n‘apportant que trés peu d'énergie : 4 & 10kJspit 0 & 2,4 kcal par gramme) selon la
longueur de la chaine de fructanes. Elle contribgalement a améliorer la stabilité des
émulsions et des aliments foisonnés, des margadnefomage frais en passant par les
mousses au chocolat. L'ajout d'inuline a un fromagenable permet d'obtenir un produit a
teneur réduite de 30 % en matiere grasse toutdrnsant son colt de formulation de 10 %
(Dutcoskyet al.2006; Aryanaet al 2007; Donkoet al.2007).

L'ajout d’inuline permet aussi d’augmenter la visité, donnant ainsi plus de
"corps"” et optimisant les propriétés sensorielles lobbissons basses calories aussi bien que la
texture des difféerents produits, yaourts, sauces sdi&ade, mousses, chocolats, etc

supplémentés (Aryaret al.2007; Leite-Tonelet al 2007;Gonzalez-Toma al. In Press).

L'inuline peut également étre utilisée en remplesr@nau sucre dans le chocolat, ce
dernier peut alors revendiquer l'appellation «a&lé&gmn sucres » en raison du faible apport

calorique de I'inuline.

Par ailleurs l'incorporation d’inuline dans lesifeas réduit la capacité d'absorption
d'eau de ces dernieres, les pates préparées adeades farines sont moins visqueuses, leur

manipulation est alors facilitée (Bigot 1997).

L'utilisation alimentaire des FOS est un peu défite. Tout comme l'inuline, ils
sont incolores, présentent une faible « sucros#é keur arbme est neutre (correspondant a
10% du pouvoir sucrant du saccharose). lls soblesgusqu'a des températures proches de

140°C et quelques fractions de FOS présentent apacité réductrice (Gennaro 2000). lls
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sont essentiellement utilisés pour I'élaboraticaliniients ou la présence de saccharose est
limitée, principalement dans les produits pour dtajues et pour bébés (Yun 2003).

En conclusion, l'incorporation de fructanes daradientation est de plus en plus
importante. En 1997, plus de 150 produits (dont dizaine en France) formulés avec de
I'inuline ou des FOS ont été commercialisés en i I'inuline est considérée comme une
fibre alimentaire. Au Japon ou les FOS sont comégl€omme des aliments et non pas
comme des ingrédients alimentaires, on les retrodaas plus de 500 produits de
consommation courante. Ainsi la consommation joigrexvarie respectivement de 1 & 4 g
aux USA, de 3 a 12g en Europe alors qu’au Japoiabgorption journaliere des FOS est
particulierement importante, on suggére de ne ppasser les 45 g par jour afin d’éviter les
risques de diarrhées (Spiegal al. 1994; Lajolo et Wenzel De Menezes 2006; Roberfroid
2007).

E. PRINCIPALES ENTREPRISES COMMERCIALISANT DES FRUCTANE S

L’inuline provient majoritairement de la racine @aicorium intybusen utilisant un
procédé d’extraction similaire & celui du sucre atip de betteraves sucrieres. Elle est
produite depuis le milieu des années 1800 par ¢¥®p Cosucra. En 1997, les sociétés
Cosucra et Orafti étaient les deux principales egmises productrices d'inuline sous les
marques respectives de Fibruline et Ratftiline. Atugthui, en raison de I'explosion du
marché des preébiotiques dans l'alimentation (pkigl@0 produits alimentaires prébiotiques
ont été répertoriés en 2007), on retrouve plusGeadziétés produisant des oligosaccharides
et des fibres utilisés comme prébiotiques. Lescpales entreprises et la diversité des

produits commercialisés sont présentées dans lediab.

D’aprés la FAO, le marché européen des prébiotiquespporté 87 millions d’€ en
2007 et devrait atteindre 179,7 millions d’€/anr&v2010. Cette croissance spectaculaire est
en partie expliqguée par l'augmentation de la diteedes produits alimentaires auxquels ces
prébiotiques sont ajoutés (FAO 2007). En Amériquine, suite a lI'implantation de la
société Orafti au Chili en 2006, la production decfanes de type inuline représente une
guantité annuelle de 10 000 Tonnes. Au Mexiquertayction de fructanes a partir des

agaves est réalisée principalement par la soci&AWOTICA, S.A. de C.V. qui produit 8
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tonnes/an d'un mélange d’agavines en poudre et itop de fructanes. Le produit
FRUCTAGAVE PR 95 de la société AGAVIOTICA a étélist comme solution modéle au

cours de cette these.

Tableau 5 : Principaux produits commerciaux a basé'inuline et de fructanes.

Orafti Sensus Cosucra
(Wallonie, Bruxelles et Chili) (Roosendaal, les Pays-Bas) (Belgium et France)

Beneo™ L95, L85 et L6Q FOS sirop avegFrutalose ® 160 :FOS sirop hautement Fibruline : inuline

une concentration comprise entre 5 et sucré, ideal en remplacement du avec 90 % de
40% de sucres sucre fibres diététiques
et 10% de
Beneo™ Synergie :Oligofructoses enrichig Frutalose ® 185 : FOS sirop trés riche solubilité minimale
en inuline, le mieux adapté pour des en fibres et trés sucré utilisé pour 1,2 kcallg.
revendications « santé » I'enrichissement en fibres et en
remplacement du sucre Fibrulose f97 : 97 %
Beneo™ HST: Inuline trés soluble avec un de FOS de
DP moyen de 10 et contenant 12 % de Frutalose ® 192 :FOS sirop contenant chicorée sans
sucres un maximum de fibres , excellent aucun effet sur la
pour I'enrichissement en fibres et gn  texture
Beneo™ ST: Inuline en poudre avec un DP remplacement du sucre. 1,1 kcal/g.
moyen_>10 et contenant 8 % de sucreg
Frutafit ® clr : inuline/fructo- Fibruline xl assure :
Beneo™ GR: Inuline granulée avec un DP  oligosaccharides ; poudre de trés inuline avec 99 %
moyen_>10 et contenant 8 % de sucreg haute solubilité. de fibres
diététiques,
Beneo™ ST gel:Inuline en gel avec un DPFrutafit ® hd : inuline standard en analogue de
moyen_>10 et contenant 8 % de sucres  poudre fortement dispersable matiere grasse
1 kcal/g.
Beneo™ HP gel Inuline haute performancgFrutafit ® iq version instantannée
en gel avec un DP moyen 23 sans d'inuline en poudre
sucre
Frutafit ® tex : longues chaines
Beneo™ HP et HPX: Inuline haute d’inulines sans sucre avec http://www.foodprocessing
performance pour le remplacement des  d’excellentes propriétés sur la technology.com

graisses a basses températures (HP) et atexture
hautes températures (HPX) avec un DP

moyen_> 23 sans sucre
http://www.foodnavigator.com

http://www.beneo-orafti.com

Le FRUCTAGAVE PR 95 d'Agavidtica dont la compogitiest rapportée dans le
Tableau 6 est un aliment fonctionnel, 100 % natwglisé comme ingrédient pour donner
une texture et du corps aux aliments et aux bogss@e produit contient des fructanes
ramifiés obtenus a partir du juBAgave tequilanaau moyen d'un processus physique et/ou
biologique d'extraction et de purification. Apregstydratation on obtient une poudre
blanche, de golt neutre et |égerement doucatreralSon de I'explosion du marché des
prébiotiques et afin de satisfaire la demande nadadie ces produits, il convient de trouver
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de nouvelles sources de fructanes, comme par egdewplcoeurs d'autres varietes d’agaves
dont les A. pulguéro. Mais il convient aussi d’aioedr et d’optimiser les méthodes

d’extraction et de purification des fructanes.

Tableau 6: Composition du produit commercial FRUCTRGAVE PR 95 d'Agavittica

(http://www.agaviotica.com/es/pr95.htm).

Propriétés Micro-éléments, éléments

physico- chimiques Valeurs toxiques et microbiologie Valeurs
pH (10% Sol. dans l'eau) [6.0-7.0 Cuivre, ppm, <1 ppm
Humidité 20 - 30 secondes Fer, ppm < 30 ppm
Dissolution dans I'eau Bonne (avec agitation Sodium, ppm, <10 ppm
Apparence Poudre blanche Calcium, ppm, <1 ppm
Godt Légeérement sucré Potassium, ppm, < 20 ppm
Dimension de particule 100 % maille #100 Magnésium, ppm, <10 ppm
Matiere séche 96.0% Plomb ND
Cendres 0.13% Cadmium ND
Sucres totaux 95.9% Mercure ND s
FOS/Fructanes 92.5% Chrome ND
D-Fructose 2.0% Arsenic 0.1
D-Glucose 1.4% Micro-organismes aérobiques <200 Cpu_gl
Lipide Aucun Levure et moisissure <10 CFU.gl
Cholestérol Aucun Bacilles cereus 1

. . <10 CFU.g
Calories <15 Kcal.gl coliformes totaux
o . absent dans 1g
DP moyen estimé 14-16 unités Staphylocoque doré
absent dans 1g
Salmonelle
absent dans 25¢

F. PRODUCTION INDUSTRIELLE DE FRUCTANES

A lissue d'un procédé d’extraction des fructanepadtir d’'une matiére premiére
végétale, on se trouve généralement en présennentélange présentant une dispersité plus
ou moins importante de la taille de molécules. €@mme on I'a vu précédemment, les
fructanes ont des potentialités différentes entfonade leur DP. En effet, si les inulines de
faible DP présentent des propriétés de diges@biline activité prébiotique, un pouvoir
adoucissant, une capacité de rétention de l'easpmt potentiellement moins caloriques,
(Flickinger et al. 2003), seuls les oligosaccharides de faible Dihqalement DP 3-4)

présentent des activités biologiques d’intérétsctionnels a condition qu’ils présentent un
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haut degré de pureté (Kiliagt al. 2000; Kaplan et Hutkins 2003; Kritzinget al. 2003;
Mellal et al. 2008). Cela implique alors la mise en ceuvre dedués de purification
complexes et trés colteux. Les principaux procéatiksés pour I'extraction et la purification

des fructanes a I'échelle industrielle sont présebtievement ci-apres.

1. Extraction

Si les processus techniques pour I'extraction etolacentration de I'inuline ne sont
encore ni tres bien décrits ni clairement compiRiasgephoét al 2007), quelques travaux
indiquent qu’au niveau industriel, les fructaneatsextraits mécaniquement de la racine de
chicorée principalement. Le procédé d’extraction’ideline de cette racine est semblable a
celui utilisé dans I'industrie sucriere. La racide chicorée est d’abord découpée et lavée.
Ensuite, I'inuline est extraite de la racine pdfudion dans I'eau chaude (70-80°C) lors de la
maceération des racines. Le chauffage du broyaesstntiel car il permet d’inactiver les
enzymes de type inulinases. L'extrait brut obtesupasteurisé (91-93°C/15 min) et ensuite
filtré. Cet extrait contient un mélange complexdrdetanes ainsi que des résidus de fructose,
glucose et saccharose, des sels, des lipides,roEsngs et des acides aminés. Les protéines
et autres composants polaires sont alors élimiraéstrpitement avec de I'hydroxyde de
calcium, du charbon actif et/ou des terres de diats, puis les glucides sont désionisés par
passage sur des résines d'échange d'ions. (Paseeph@007).

2. Purification et fractionnement des fructanes

a. Purification des FOS de faible DP

On ne retrouve que trés peu de références consaarkepurification des FOS, la
plupart des études étant consacrées a la produdesnFOS par voie enzymatique ou
biologique sans qu’il soit mentionné de voie defpation a I'échelle industrielle (Jungt al.
1993; Muramatstet al. 1994; Yunet al. 1994; Ueno et Shinohara 1995; Shetual. 2002;
Mysoreet al. 2005)). On peut citer toutefois, les travaux dassat al. (1991) qui concernent
la purification de FOS a I'échelle du laboratoirpaatir de mélanges complexes en couplant 2
étapes de chromatographie : une chromatographigoelmeéation de gel assurant une
séparation sur la base de la taille permettanimightion des composés de haut poids
moléculaire, et une chromatographie en phase iayegsmettant le fractionnement des FOS
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proprement dit (Simst al. 1991). Finkeet al. (2002), utilisent également la chromatographie
de perméation de gel pour le fractionnement detdnes et la récupération de FOS mais afin
de rendre le procédé attractif a I'échelle indedig] celui-ci est mis en ceuvre dans un
chromatographe annulaire continu (Firdteal. 2002). Enfin on trouve également des travaux
faisant mention de la mise en ceuvre de la chromegbge HILIC (Hydrophilic Interaction
Chromatography) mettant en oeuvre une phase staiienhydrophile et une phase mobile
hydrophobe (Lin et Lee 1998) ou encore la chrograjghie ionique (AntoSovat al. 1999
Wang et al. 2007) mais ces méthodes restent & I'échelle dordéhire. A I'issue de cette
étude, il semble que les techniques de séparatiomembranes soient encore une des voies
les plus prometteuses pour la purification des FO&S techniques seront décrites en section
l.E.

b. Purification des fructanes de haut DP (inulines)
La fraction d’inuline de haut DP est généralemesalée par précipitation a I'éthanal,

(Paseepholet al. 2007) ou par un mélange de solvants (méthanbknét et acétone)

(Fairweather. 1954; Smitt al 2001; Moermaret al 2004). L'utilisation de cette méthode a
I'échelle industrielle pose néanmoins un certaimbe de problemes. La manipulation de
solvants organigues n’'est pas sans danger poum#spulateurs et pose des problemes
environnementaux. De plus, les rendements de réatige des fructanes de haut DP sont

relativement faibles (Kunet al. 1995; Moermaret al. 2004).

Il est également envisageable de récupérer dedafes de haut DP par
cristallisation suite a I'abaissement de la temipgea En effet, la solubilité des polymeéres
glucidiques en solution aqueuse diminue lorsquergpérature décroit, les fructanes de haut
DP vont donc étre préecipités a une température $pemifique. Cette méthode réalisable a
I'échelle du laboratoire n'est pas rentable écompmment au niveau industriel (Silver et
Brinks 2000; Moermaeet al. 2004).

Face aux limitations des procédés de purificatitassiques, les techniques de
filtration sur membranes pourraient, la encorege éiine alternative intéressante. Ces
techniques permettent en effet le fractionnementca®posés sur la base de leur taille.
D’ailleurs, des premiers travaux ont montré quédrdfiltration de solutions de fructanes

permet d’obtenir des fractions d’inuline avec unuthalegré de polymérisation (DP).
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Toutefois, en raison de problémes de colmatagenmadirisés, I'efficacité du procédé n’est

pas encore a la hauteur des espérances (Berghafed 993; Laurenzet al. 1999; Moerman

et al 2004). En effet, I'optimisation du processusiltafion par les techniques a membranes
est délicate en raison de l'encrassement internextetne de celles-ci qui mene a une

détérioration rapide du fonctionnement des memlstane
Les recherches doivent donc étre poursuivies dardomaine mais l'intégration de

techniques membranaires au sein d’'un procédé décption ne peut étre réussie sans un

minimum de connaissances de ces techniques eétrenprésentées dans la partie suivante.
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lll. GENERALITES SUR LES TECHNIQUES MEMBRANAIRES

Les techniques de séparation membranaire condtitreensemble de procédés de
séparation en pleine expansion en raison de |'éteds secteurs d’application. Permettant a
la fois le traitement des gaz mais aussi des lagjidbn retrouve ces procédés dans le
traitement de l'eau, les industries chimiques,itelistries alimentaires et pharmaceutiques,
dans des applications en biotechnologie et darsedteur médical (dialyse rénale). Outre
leurs capacités de séparation liées aux caracg@est de la membrane utilisée et qui
permettent des séparations allant des particulesnficro-organismes) aux ions en passant
par les macromolécules et les molécules de talille faible, ces procédés sont caractérisés
par une faible consommation énergétique (fonctiorere a température ambiante et sans
changement de phase), un faible impact sur I'enviement (procédés ne nécessitant pas
I'utilisation de solvant ou d’adjuvant) et une ception modulaire permettant I'adaptation
des installations aux quantités a traiter. A cer,joseule une partie des techniques
membranaires a atteint un succés commercial (Migcedfon (MF), Ultrafiltration (UF),
Osmose Inverse (Ol), Electrodialyse (ED)) tandie dlautres tres prometteuses sont encore
en développement (Nanofiltration (NF), PervaporatioDistillation et Evaporation
Membranaire (DM et EM)).

A. DEFINITION ET CLASSIFICATION DES TECHNIQUES MEMBRANA IRES

Une membrane est une barriere sélective qui saiifetl’d’'une force de transfert,
permet la séparation d’'une solution d’alimentatem deux effluents : le perméat qui se
compose du solvant et des composants capableavdeser la membrane (phase diluée) et le
rétentat qui contient les composants retenus parelmbrane (phase concentrée) (Figure 8).
La structure des membranes peut étre symeétriquemédie de pores constant sur toute
I'épaisseur de la membrane) ou asymétrique (diardtrpores croissant d’'une face a l'autre
de la membrane). Les membranes composites sontruggpgplus récemment et sont
constituées d'une trés fine couche de surface '@dré de 0,01-0,1um) déposée sur une

structure plus épaisse (support macroporeux) (@net998).
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Composants Rétentat

\ 1M

— Membrane

Flux

Alimentation

—>  Perméat

Figure 8 : Représentation schématique du procédéediltration sur membrane.

Selon le type de membranes (membranes poreusesngas] membranes chargées ou
non) et la nature de la force motrice mis en ce(ynadient de pression, de concentration, de
potentiel électrique...), on obtient tout un panel g@geocédés difféerents dont les

caractéristiques et les applications sont repodaas le Tableau 7.

En raison des objectifs de ce travail de théses mmus limiterons pour la suite de
cette revue bibliographique au cas des procédésmaanbranaires. Il s’agit de procédés
utilisant tous un gradient de pression comme fano&rice et se différenciant par la taille des
especes séparées. Ces procédés sont trés utdiseéeddomaine médical, pharmaceutique ou
encore agroalimentaire pour le fractionnement, laifipation, la concentration ou la

clarification de solutions biologiques (Van ReiZgtiney 2007).

La microfiltration suscite un intérét particulierarts le secteur de [lindustrie
agroalimentaire en raison de ces capacités airésmicro-organismes. Elle permet ainsi la
pasteurisation a froid de jus de fruits, de lah@res boissons préservant ainsi au mieux leurs

caractéristiques sensorielles et nutritionnelles.
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Tableau 7 : Caractéristiques et principales applications des thniqgues membranaires les plus
utilisées (Zeman et Zydney 1996; Cheryan 1998).

Techniques Force Type de Mécanismes de Principales
membranaires motrice membranes séparation de applications
membrane
Microfiltration A pression Membranes Effet tamis Clarification
(MF) 0,5-1 bar. poreuses PM >100 kDa Filtration stérile
asymeétriques concentration de solutio
0.1 a1Qum de particules...
Ultrafiltration A pression Membranes Effet tamis Concentration,
1-10 bar. poreuses fractionnement et
(UF) asymétriqgues | PM 10 - 100 kDa purification de
0,005 a 0,1um molécules...
Nanofiltration A pression Membranes Effet tamis Séparation des sucres,
(NF) 10-30 bar. poreuses PM 0,2 — 20 kDa petites molécules,
asymeétriques ou sels divalents et
composites acides dissociés...
0,001 a 0,0um
Osmose A pression  |Membranes deseg Solubilité et diffusion Dessalage de I'eau de
inverse 35-100 bar. asymétriques mer, concentration de
(o))} 0,0001 a 0,004m| PM 0,02 - 0.2 kDa microsolutés
Dialyse A concentration Membranes Diffusion Séparation des
symétriques composantes de faibles
(3))] denses poids moléculaires
Electrodialyse A electrique Membranes |Migration en fonctior Stabilisation tartrique du
(ED) échangeuses de la charge des | vin, désacidification des
d’ ions especes jus de fruits,
déminéralisation,...
Séparation de gaz A pression Membranes |Solubilité et diffusion Séparation de gaz et
(SG) denses vapeurs
asymétriques
Pervaporation A potentiel Membranes |Solubilité et diffusion  Déshydratation de
chimique denses puis désorption aveg solvant, élimination de
(PV) asymétriques | changement de phasemposés organiques (
arémes), purification de
mélanges azéotropiques
Distillation A pression Membranes Vaporisation, Production d’eau pure|
membranaire partielle poreuses |diffusion en phase g{concentration de solution
hydrophobes | puis condensation

L'ultrafiltration est la technique membranaire lagpancienne et la plus répandue, en
raison du vaste domaine de séparation qu’elle coacdl est en effet possible de purifier,
fractionner ou concentrer des molécules dont leetaarie de 1000 a plusieurs centaines de
kDa. Parmi les molécules susceptibles d’étre sépamn retrouve notamment les protéines,

les polysaccharides et d’autres molécules biolagqu
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Enfin, la nanofiltration, derniére née des procéd@asmembranaires, concerne la
séparation de molécules dont la taille est compgee 200 et 1000 Da. Plus précisément, la
nanofiltration permet la séparation du solvant dets monovalents et des composés

organiques de faible masse de mélanges plus coegp{sfan Reis et Zydney 2007).
Ainsi en couplant ces différentes techniques, tilpessible de fractionner sur la base

de leur taille I'intégralité des constituants d’ws@ution biologique comme on peut le voir sur

I'exemple représenté sur la Figure 9.

fibre insoluble

graines matiéres en SUSPENSIoN yaiere organique
ban?fte’n'as grasses polysaccharides . .. monoet disaccharides
enes 4 protéines  ©'9 ions  monovalents

ions divalents

virus
f colorants By O \
| ) " Eau )

Filtration %

10Um  Microfittration Osmose Inverse
0.1um 4 A 0,0001pm
Ultrafiltration Nanofiltration
0,01pum 0,001pm

Figure 9 : Exemple de couplage des techniques bamembranaires pour la séparation des composants de
jus de fruits. (d'apres TIA.fr).

B. MEMBRANES ET MODULES MEMBRANAIRES

1. Nature chimique des membranes

La nature des matériaux qui constituent la membijane un réle fondamental.
Selon la nature des matériaux qui sont généraleragigéés pour leur fabrication, les

membranes sont classées en 3 catégories.
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a. Membranes organiques

Elles sont fabriquées par inversion de phase & partifférents types de polymeéres.
Selon la nature du polymere utilisé pour leur fedtion, ces membranes présentent un certain

nombre d’avantages et d’inconvénients qui sorddisians le Tableau 8

Tableau 8 : Principaux avantages et inconvénientsed membranes organiques.

Matériau organique Avantages Inconvénients
. ible a la températur
Cellulose Peu d'adsorption des Sen§ Ib ca a_te perature,
protéines, flux importants, Aalapression, aux
co(t faible microorganismes et au
chlore
Polyamide Bonne stabilité aux solvants Gamme de pH limitée
Polysulfone Bonne tenue au pH et bonne Sensible a la pression,
stabilité thermique et forte adsorption des
mécanique proteines
Acryliques Résistance a la pression et Seuils de coupure élevés
aux oxydants
Fluorés Résistance thermique et Faible perméabilite et
chimique gamme de seuils de

coupure limitée

Ce tableau n’est pas exhaustif en raison des @@ngrés que les fabricants de
membranes organiques ont pu faire. En effet, ilpestsible d’améliorer les performances
d’'une membrane grace a des modifications physiagoighes (ajout d’'une molécule dans le
polymére lors de I'étape de synthése ou greffagggielir) (Kaeseleet al.2001; Marcheset
al. 2002). Ainsi, les membranes produites a partindnéme polymére peuvent avoir des
propriétés treés différentes d’'un fournisseur a winea

Les modifications ont principalement pour but dargyer I'hydrophobicité de la
membrane afin de limiter les phénoménes d’adsaorpteci présente un grand intérét pour
les applications en agroalimentaire, les molécblietogiques ayant tendance a s’adsorber

plus facilement sur les matériaux hydrophobes.

Concernant la faible résistance a la températuneérgement reprochée aux

membranes polymériques, il existe maintenant desbremes a base de polyétherimides, de
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polysulfones ou de polyvinylidéne fluoride pouvatite stérilisées a la vapeur (Waeigal.
2001).

La cellulose a également été modifiée afin d’améfites résistances des membranes
obtenues. Ainsi des membranes préparées a baselld®se régénérée sont capables de
résister a des températures allant jusqu'a 70 °Gpneagamme de pH de 2 a 13 et a une
pression transmembranaire de 5,5 bar. De plusegrdeur faible capacité d’adsorption des
protéines, elles conduisent a des flux de perméad ptables que les membranes en
polyéthersulfones (PES) lors de la filtration déusons biologiques (Vazquez et Benavente
2003; Kallioinenet al.2006; Zularisanet al.2006).

b. Membranes inorganiques

Elles sont fabriquées par frittage a partir d’oxydeétalliques ou de silice. Il existe
également des membranes métalliques. Leur prinaeymhtage est de pouvoir étre utilisées
dans des conditions extrémes de température, dssigmeet d’agression chimique. Les
membranes inorganiques sont généralement composstesun support d’alumine ou de
carbone, une fine couche active a base d'oxydesligées (oxyde de zircone (Zs}) de
titane (TiQ)...) est déposée.

c. Membranes hybrides

Entre ces deux catégories de matériaux, des mepstaybrides constituées d’'une
couche de polymeéres déposée sur un support misérdal en développement pour des
applications ciblées comme les syntheses enzynetign conditions extrémes, (Bellevide
al. 2001; Rioset al.2007; Kochkodart al.2008).

2. Seuil de coupure et diamétre des pores

Dans le cas des membranes poreuses inorganiquasdetdivité des membranes est
fonction du diamétre moyen de leurs pores. Dansae des membranes denses et plus
généralement des membranes organiques pour lessjulefi’est pas possible de définir une
taille de pores précise, la capacité de sépara@snmembranes est définie par la notion de
seuil de coupure (encore appelé en anglais moleadaght cut off (MWCO) et exprimé en

Dalton (Da). Le seuil de coupure correspond a lasmanoléculaire des molécules dont le

48



Chapitre 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE IMechniques membranaires

taux de rétention est supérieur a 90%. La notioeed® de coupure est une notion purement
expérimentale, elle est relative a un composéddttignt par une caractérisation dynamique,
c’est a dire par filtration de solutés traceurs général des protéines ou des polymeres tels
que les polyéthyléneglycol (PEG) ou les dextramediprés de différents poids moléculaires

dont on mesure le taux de rétention dans des éonslilonnées (Cheryan 1998).

3. Configurations membranaires

Les caractéristiques des modules membranaires déperde deux géométries
membranaires basiques : a savoir la géométrie ptdn@a géométrie tubulaire (Guizard,
1995a; Zeman et Zydney, 1996; Cheryan, 1998; Wakerhdarleton, 1999)

Les membranes planes permettent le montage de fgwations de module

différentes a savoir :

Modules plans
ou les membranes sont empilées en mille-feuilleparg&@s par des cadres

intermédiaires qui assurent la circulation desifhsi

Modules spiralés
ou une membrane plane est enroulée sur elle-métoeraliun tube poreux destiné a

recueillir le filtrat. On obtient ainsi un cylindraulticouches ou le perméat s’écoule selon un
chemin spiralé vers le tube poreux tandis quentiafitation circule dans I'axe du tube dans
les espaces prévus a cet effet. Ces modules ssntampacts mais la faible épaisseur de la

veine liquide entraine des risques de colmatageglet rend le nettoyage difficile.

Lors de la mise en ceuvre de modules tubulairespidiguration de ces derniers
dépend du diametre des membranes utilisées. Angtoouve :

Modules tubulaires
constitués de membranes tubulaires mono-canall(® mm) ou de membranes

multi-canaux (g 0.5 a 10 mm). Basés sur une teolgiolsimple, leur mise en ceuvre et les
conditions de nettoyage sont aisées mais ils soabhdg consommateurs d’énergie et
présentent une tres faible surface d’échange ptf de@ volume (module peu compact).
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Modules fibres creuses
constitués par I'assemblage d’'un grand nombre tiéspmpillaires (fibres) dont le

diamétre intérieur varie de 0,1 a 0,5 mm, la cowmtive pouvant étre située a l'intérieur ou a

I'extérieur de la fibre. Ces modules sont trés cactpmais sensibles au colmatage.

Lors du choix d’'un type de module de filtration gentielle, le colt associé au
pompage de l'alimentation et a la recirculationldeg de la membrane doit étre pris en
compte (Zeman et Zydney, 1996). Ainsi d’apres lebl@dau 9 ou sont comparées les
caractéristiques des difféerentes configurations bramaires, on constate que les modules
fibres creuses sont trés compacts et d’'un coltodetibnnement limité. Cependant, leur

principal inconvénient est lié aux risques élev@samatage des membranes.

Tableau 9 : Comparaison des caractéristiques et dgaramétres opératoires des différentes configuradins
de modules commerciaux (Zeman et Zydney, 1996).

Configuration %] Compacité . Cogt. Facilité de
20 3 énergétique  Colmatage
des modules (mm) (m=.m™) nettoyage
(pompe)
Fibres creuses  0,025-0,8 1200 Faible Elevé Moyenne
Tubulaire 0,5-25 60 Elevé Faible Excellente
Plan - 300 Moyen Moyen Bonne
Spirale - 600 Faible Tres éleve . difficile
a moyenne

C. MODES DE FILTRATION

En fonction du type de membrane et/ou du moduliésétila filtration peut étre

conduite selon deux modes : le mode frontal ouddertangentiel.

1. Filtration frontale

Tout comme en filtration classique, la solution lid@ntation s'écoule
perpendiculairement & la membrane grace a l'agpmitad’'un gradient de pression. Le
solvant et les solutés de faible masse traversemidmbrane alors que les solutés retenus

s’accumulent a la surface de cette derniere ciegast un dépot qui croit au fur et a mesure de
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la filtration sans jamais se stabiliser. La crassade ce dépdt va entrainer une diminution
permanente de la densité de flux de perméat. & estter que ce type de filtration est souvent
utilisé a I'échelle du laboratoire ou lors des piers essais dans le cadre d’'une étude visant
l'intégration d’'une technique membranaire au séumdrocédé de séparation. Ce type de
filtration peut également étre mis en ceuvre pofittfation de solutions faiblement chargées
et/ou contenant des composés a forte valeur ajoutémit de 'absence de volume mort.

2. Filtration tangentielle

La solution d’alimentation circule parallelement la surface filtrante. Cette
circulation permet de réduire les dépbts de surédod’obtenir ainsi des débits de perméat
plus importants qu’en filtration frontale. De plug,filtration tangentielle permet de travailler
en continu, ce qui est un gain de rendement noligeédple pour un procédé industriel. Dans
un systeme de filtration tangentielle, 'opératfmut étre conduite en mode fermé ou continu,

comme on va le voir ci-apres.

a. Mode fermé (Batch)
La totalité de la solution a filtrer est introduitkans le bac d’alimentation. La

filtration est réalisée en recyclage total du ritenCe mode est généralement utilisé lors
d’essais réalisés a I'échelle du laboratoire. Liwisile débit de filtration en fonction d’'un
facteur de réduction volumique (FRV) dans un précdmhtch, permet de fixer la

concentration maximale de travail utilisable aueaty industriel (Figure 10A).

b. Mode fermé alimenté
Afin de limiter les dégradations liees a la redation du rétentat lors d'un

fonctionnement en mode fermé, le volume de solutiana recirculer est limité et la solution

a filtrer est apportée en continu en fonction dbitdéle perméat obtenu. On procede
généralement ainsi lorsque le produit d'intéréteteouve dans le perméat (ex : clarification
de jus de fruits) (Figure 10B). Par contre ce fmmrtement est a éviter si le produit d’intérét
se trouve étre dans le rétentat, ceci en raisomedaxposition trop longue aux contraintes de

cisaillement induites par la recirculation (Chery£98).
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c. Mode continu
Le systeme est alimenté en continu avec la solidtitnaiter de facon a maintenir le

volume de rétentat constant, et ce quel que stéube de recyclage du rétentat imposé. C’est
généralement le mode de fonctionnement utilisé éhklle industrielle (Figure 10C)
(Cheryan 1998; Darnon 2001; &t al.2004).

R So R
v v
T P
A) Mode fermé (Batch) B) Mode fermé alimenté

So R Eau

R

N\

A

C) Mode continu (single-pass) D) Mode diafiltration

Figure 10: Différents modes opératoires en filtrdon tangentielle. So= alimentation ; R= rétentat B
circulation ; Rs= Sortie de rétentat P= perméat.

d. Diafiltration
La diafiltration est en réalité une filtration avedution, c’est-a-dire avec ajout

continu ou discontinu de solvant pur dans lalina¢ion, (Figure 10D). Différentes
applications de la diafiltration ont été reportéapnizki et al. 2002; Wanget al. 2002; Liet

al. 2004; Yazdanshenad al. 2005). Un des avantages est de pouvoir consenedeansité
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de flux de perméat élevée en cours de filtratiomidv’avantage le plus recherché est la
possibilité d’atteindre de meilleurs niveaux decfiannement, la solution traitée peut ainsi

étre « lavée » jusqu’a épuisement total de l'urseke solutés. Malgré cela, la mise en ceuvre
de procédés de diafiltration implique des surfagesles durées de filtration élevées. Les
effluents obtenus sont extrémement dilués, ce d@essite des étapes importantes de
concentration en sortie.

Quel que soit le mode de filtration retenu (filtoat frontale ou tangentielle), la
filtration peut avoir lieu a pression constanteaodébit constant. La premiere option est plus
simple a mettre en ceuvre sur des installationgite gehelle, elle est par conséquent la plus
utilisée en laboratoire et a I'échelle pilote. Edlgt utilisée lors d’opérations pour lesquelles la
variation du débit de perméat au cours du tempgsose pas de probleme. La seconde option
impose un systeme de régulation plus lourd. Ceptgomm est surtout utilisée a I'échelle
industrielle pour les procédés de filtration en toon car elle permet de contréler la
productivité.

D. CRITERES D’'EVALUATION DES PERFORMANCES LORS DE LA FILTRATION
TANGENTIELLE DE SOLUTIONS BIOLOGIQUES .

Dans toutes les solutions biologiques se trouventndmbreuses catégories de
molécules avec des concentrations et des propdéidsur sont propres. Ces molécules sont
capables d'interagir entre elles mais également &wmags les matériaux susceptibles d’entrer
en contact avec elles, par des liaisons de plus)auas faible énergie. Ceci a pour effet de
multiplier le nombre des phénomenes qui se meterdlace lors d’une filtration. De ce fait,

il nexiste dans la littérature que peu de liengreehes modeéles théoriques établis sur des
solutions simple, (Marshadit al. 1993; Nataragt al.2008) et les performances obtenues avec
des solutions réelles comme le vin (Belleviteal. 1990; Gergelyet al. 2003; Siva 2007), le

lait (Engel et al. 2002; Jameset al. 2003; Akoum et al. 2006) et les jus de fruits
principalement (Balakrishnaet al. 2000; Zwijnenberget al. 2002; Yazdanshenas al 2005;
Sahaet al. 2007). Donc il est bien difficile de prévoir lesntlitions et performances des
opérations de filtration pour une solution partietd, comme par exemple le jus d’agave.
C’est pour cette raison que dans la plupart despmag appréhender le comportement d’'une
solution, il est plus aisé de se référer a desestednpiriques basées sur des critéres globaux

de comparaison a savoir : le flux de perméatida &ux de rétention.
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1. Flux de perméat d’'un solvant pur

Quand on filtre un solvant pur tel que l'eau, langi® de flux de perméat est
proportionnelle a la force motrice et peut s’é&sgelon 'Eq. 1,1 d’apres la loi de Darcy :

AP
J,=——— ouencorelp=Lp4dP Eqg. 1,1
HRmM

- A P : pression transmembranaire (bar)
-Lp : perméabilité du solvant (ri.bar?)
- W : viscosité dynamique du solvant (bar.s)

- Rm : résistance intrinséque de la membrari8.(m

2. Flux de perméat d’'une solution biologique

Lorsque I'on filtre une solution biologique, la ¢@é de flux de perméat atteint une
valeur limite quand la pression augmente. La loDdecy (Eq. 1,1) ne s’applique donc plus.
A l'origine de ce phénomeéne on retrouve les phémaséle la polarisation de concentration
et le colmatage (Cheryan 1998).

a. Polarisation

La polarisation de concentration est liée a I'acalation des molécules au voisinage
de la membrane conduisant ainsi a la mise en placee nouvelle résistance au transfert de
matiere. En effet, lors de la mise en ceuvre ddttation, les solutés présents dans la veine
liquide vont s’accumuler a la surface de la membraaus l'effet du flux convectif. Les
grosses particules vont étre arrétées par la bar@nstituée par la membrane. Un profil de
concentration va alors se créer aux abords de rabmame et va générer en retour, un flux
diffusionnel des solutés de la membrane vers laevigguide. En régime permanent, ces deux
flux contraires vont aboutir en se stabilisantaddrmation d’une couche présentant un fort
gradient de concentration appelée couche de patimmiscomme on peut le voir sur la Figure
11.

La polarisation est un phénomeéne réversible queniéples conditions opératoires en

particulier de I'hydrodynamique du systéeme. Ailsiugmentation de la vitesse tangentielle,
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en réduisant I'épaisseur de la couche limite laiménpermet de réduire I'importance de la
polarisation. Par contre, l'augmentation de la s transmembranaire entraine une
augmentation de ces phénomeénes, I'accumulationsdkgés retenus est accrue suite a

'augmentation du flux convectif de solvant versriambrane.

Couche de
polarisation Membrane
[}

Flux 10—}, >

convectif

Co: Concentration dans
I'alimentation

Cm

Cm: Concentration ou
voisinage de la membrane

. : Cp
Alimentation ID—E==— > Perméat Cp: Concentration dans
le perméat
[}
"Flux
diffusionnel

)

Figure 11 : Profil de concentration dans la couchémite.

L'importance de la polarisation dépend de la membrat en particulier de la
perméabilité au solvant de cette derniére. Pluse cperméabilité est grande, plus la
polarisation est importante, c’est pourquoi les numéénes de polarisation sont plus

importants pour les opérations de microfiltrati@m pppport aux opérations d’ultrafiltration.

Enfin la composition de la solution joue aussi Glersur la polarisation. Plus une
solution est concentrée, plus cette derniere awgaviscosité importante ce qui entrainera une
augmentation des phénomeénes de polarisation. Larenates especes a également une
influence dans le sens ou une valeur élevée diicdeet de diffusion facilitera le retour des
composés accumulés a la surface de la membranéewvasur de la solution. En jouant sur la
température, il est possible de réduire la viséasit la solution d’une part et d’augmenter les

coefficients de diffusion des especes d’autre part.

Il est important de contréler la mise en placeadpdlarisation car cette couche limite
est une réelle résistance au transfert. En effatcumulation de solutés crée une pression

osmotique au voisinage de la membrane, la predsamsmembranaire effective est donc
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abaissée tout comme le flux de perméat, (Mi et HBE999). De plus, la polarisation est a
I'origine des phénomenes de colmatage comme ntarssde voir ci-apres.

b. Colmatage

Le colmatage résulte de tous les phénomenes prghace a l'interface entre le
milieu liquide et la membrane, c'est-a-dire detémsification des phénomeénes d’adsorption et
de la formation de dépbts suite a la précipitabana la gélification de certaines molécules.
Lorsque la taille des solutés est trés inférieucelle des pores, I'adsorption et une partie du
dépot peut se situer dans les pores : (réductiodialnetre de pores suite a l'adsorption des
especes filtrées ou suite au blocage total par rebament stérique) on parle alors de

colmatage interne. Il en résulte une baisse duduperméat qui peut tendre alors vers zéro.

Quand les solutés retenus s’accumulent a la sudada membrane pour créer un
dépdt, on parle alors de colmatage externe. Cetdépbore appelé membrane dynamique,

peut étre moins perméable et plus sélectif quedalbmane elle-méme.

L’intensité du colmatage va dépendre de la natereadnembrane et de la solution
filtrée. En effet les interactions entre les sadudé la membrane vont dépendre des propriétés
de surface du matériau membranaire et en particdéeson caractére hydrophile (cas des
membranes a base de cellulose ou de polyamidekatitipes) ou hydrophobe (cas des
membranes a base de polyethersulfone, de polyéathytei de polypropylene) (Bousstal.
2007).

La nature des espéeces chimiques présentes daokifiors a filtrer est importante.
Dans le cas des solutions biologiques, parmi lggas chimiques les plus susceptibles
d’'induire des problémes de colmatage, on retroegeprotéines du fait de leur aptitude a
interagir avec des groupements hydrophobes. Lesopimé&nes d'adsorption a l'origine de
colmatages sont plus intenses lors de la filtrasan les membranes les plus hydrophobes
(Weis et al. 2005; Gabincet al. 2007; Katsoufidowet al. 2007).Ces interactions vont
toutefois étre influencées par les valeurs du péeda force ionique (Jones et O'melia 2000;
Frank et Belfort 2003; Evaret al.2008) ;
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Les polysaccharides sont également a l'origine dénpmenes de colmatage en
particulier lors de la filtration de solutions kagiques d’origine végétale. Ceci est di a la
présence de composants de différentes tailles dewts conformations moléculaires en
solution (Sahat al.2006; Nataragt al. 2008). A ce jour, il existe de nombreuses pubbos
consacrées a I'étude de leur influence (Vermhetl. 1999; Susanto et Ulbricht 2005; Drews
et al. 2006; Grelieret al. 2006; Sahat al 2006; 2007; Susantet al. 2007; Zularisanet al.
2007). Cependant, peu d'entre elles sont consaaréaside du mécanisme de colmatage lui-
méme afin d’établir un modele spécifique pour geetgle constituants (Salked al. 2007;
Natarajet al 2008).

Sahaet al. (2006) ont montré que le mécanisme de colmatagendetbranes lors de
la filtration de solutions contenant un mélangediysaccharides a lieu en deux étapes. Dans
un premier temps, des polysaccharides se dépoaesati@ pore entrainant ainsi une réduction
de son diametre (mise en place d’'un colmatageniejePuis par la suite, les macromolécules
rejetées par la membrane, s'accumulent alors @rface de cette derniére sous forme d’une
couche plus ou moins importante (mise en place dalmatage externe). En s’appuyant sur
des expériences mettant en évidence une réduatibfdCO des membranes apres filtration
de polysaccaharides, Sattaal. (2007) concluent que le blocage des pores se mahea des
les premiéres minutes de filtration et est assacla baisse rapide du flux de perméation
(Sahaet al 2006; 2007).

Ces conclusions ont été confirmées par Natrail. (2008) qui, en plus, apportent

des précisions sur l'influence de certains paragseirsavoir :

la concentration en polysaccharides comme on peut s’y attendre, le colmatage
augmente avec la concentration et le modéle dulsiggieau de filtration n’est plus valable
lorsque la concentration est supérieure a 20 mg/l.

la nature des polysaccharides présentsles polysaccharides en solution forment
généralement des micro agrégats dont la taillenfisiencée par les conditions de filtration
mais aussi par le type des polysaccharides prégmmigposition chimique, structure...), les
conditions de préparation de la solution, etc. paot sur le colmatage sera alors tres
différent (Nataragt al 2008).
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3. Sélectivité du procédé de séparation

La sélectivité d’'un procédé de filtration sur mear® est en relation avec le taux de
rétention des différentes especes moléculairegpi@s dans la solution. Ce taux de rétention

est estimé a partir de I'Eq. 1,2 (Cheryan 1998) :

R (%) = {CF(; C"}qoo: {1—?’}100 Eq. 1,2

F F

Ou Cr est égale a la concentration en solutés danguamod’alimentation eCp, a la

concentration en solutés dans le perméat.

Un soluté peut étre partiellement ou complétemetgnu (ou rejeté) alors que le
solvant passe librement. Quand un soluté est caempént rejeté par la membrane (c'est-a-
dire lorsque R=100 %), les données sont présemtgdsrme de Rapport de Concentration
Volumique (RVC) :

RCV =\p . Vr* Eq. 1,3
Ou Vo est le volume d’alimentation initiale ¥k le volume de rétentat.

Enfin, il est également pratique, lors des opénatiale concentration, de suivre

I’évolution du flux en fonction du Facteur de Rétioie VolumiqueFRYV, défini par I'EQ.1,4 :

FRV = (Vo - Vr). Vot .100 = \b. V5*.100 Eq. 1,4

E. APPLICATION DES TECHNIQUES MEMBRANAIRES AU FRACTION NEMENT DE
SOLUTIONS DE FRUCTANES

Les fructanes, comme on I'a vu dans la sectiol,l.Hont une grande famille de
composeés présentant des propriétés variées salorstieicture et leur taille, elles-mémes
dépendantes de leur degré de polymérisation (DiPkftet, les fructanes de DP supérieur a
12 sont intéressants de par leurs propriétés rgeples comme modificateur de texture et

analogue de la matiére grasse en plus de leur pffdtiotique alors que les fractions
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contenant des fructanes de faible DP (DP 3-6) ptésé de meilleures propriétés
prébiotiques (Paseephelt al. 2007; Van De Wieleet al. 2007). Il peut donc s’avérer
intéressant de disposer de techniques de sépaedticaces pour purifier ces différents types

de fructanes a partir d'une source d’inuline don{&ker 2006).

Des techniques de fractionnement basées sur dets dff taille comme le sont les
techniques baromembranaires présentent une alternatéressante pour la production de
fructanes de DP ciblés par rapport aux procédé&siglaes de précipitation fractionnée. Des
premieres études ont d’ailleurs montré l'intérétteptiel du couplage UF/NF pour la
clarification, la purification et la concentratiates inulines et FOS a partir de différentes

sources végeétales.

En 1996, Nitsch a breveté un procédé membranaenwla purification de fructanes
destinés au diagnostique rénal a partir d’ail endpe. Le procédé mis en place comprend 2
étapes. Dans un premier temps, la solution esfiétapar filtration sur une membrane dont
le seuil de coupure est compris entre 30 et 50(RX0O4um) pour I'élimination des protéines
et des autres constituants de grande taille. Rymeiméat est filtré en mode diafiltration sur
une membrane de seuil de coupure compris entrel bdtDa en vue d’éliminer les sels, les

mono et disaccharides (Nitsch 1996).

Un travail plus complet a été breveté par Laureetzal. (1999), ces auteurs ont
proposé trois procédés différents pour la clatifica et le fractionnement des inulines de
tubercules de topinambour. Chacun de ces procéoi@bice 2 a 3 étapes de filtration
successives en utilisant difféerentes membranesnimyges de plus en plus sélectives. Pour
ameéliorer la séparation, les filtrations sont cateduen alternant les cycles de concentration

et de diafiltration (Laurenzet al 1999).

Kamadaet al. (2002) ont utilisé une membrane de polysulfone (BS)seuil de
coupure égal a 20 kDa pour la clarification de tanes de topinambour et ont évalué les
performances de quatre différentes membranes defilation pour concentrer I'extrait
clarifié.

Li et al. en 2004 ont comparé l'incidence de différents rsode diafiltration (en
volume constant et volume variable) sur la purtfaade FOS par nanofiltration (membranes

GH and GK Osmonic). lls concluent que si la pumdtée rendement en FOS obtenus sont
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indépendants du mode opératoire, la consommatieaudéet donc la rentabilité du procédé
dépend du mode de filtration, (&t al 2004).

Enfin, il existe également des études consacrédsitiisation de membranes
céramiques pour la clarification d’extraits d’imgi Silveret al. (2003 et 2006) ont breveté
un procédé mettant en oeuvre des membranes tidsulainérales en aluminede 0,1 um,
couplées a la centrifugation du rétentat afin detgger la membrane des risques

d’encrassement par des composeés et/ou des ba¢&ihes 2003; 2006).

A l'issue de cette étude bibliographique, on caestp’aucun travail n'a encore été
consacré au fractionnement par technologie memiveati@s fructanes issus des agaves et des
jus d’agave. En raison des structures particuliétes inulines d’agave encore appelées
« agavines », il est peu probable que les résutatenus lors du fractionnent sur membrane
des fructanes de topinambour ou de chicorée sdiegittement transposables et applicables
aux agavines. C’est donc pour contribuer a I'amétion des connaissances dans ce domaine
et favoriser la valorisation de cette matiere pegmgue ce travail de thése a été entrepris. La

démarche retenue pour mener a bien cette étudé@i#te dans la section suivante.
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IV. DEMARCHE POUR L'INTEGRATION DE LA TECHNOLOGIE
MEMBRANAIRE DANS UN PROCEDE INDUSTRIEL

La section précédente nous a permis de définiesoigls notions techniques relatives a
la technologie membranaire pour la clarificatiam flactionnement et/ou la purification des
composants présents dans une solution biologiqumis Navons ainsi mis en évidence
I'attractivité de ces procédés pour la valorisaties fructanes d’agave. Mais, afin de garantir
le succeés de lintégration de ces techniques mamabes au sein d'un procédé industriel
global, nous nous sommes appuyés sur le travaiiade d’E. Darnon (2001). Cette derniere a
en effet développé une méthodologie pour facilitatégration d'une étape d’ultrafiltration
dans un procédé de purification. Cette démarchgoemd trois étapes principales.

1. Analyse du procéde :
Cette étape correspond principalement a I'anallys@rocédé. Il s’agit de préciser

les objectifs de la séparation (purification/fraotiement/concentration), d’identifier les
contraintes et de définir les spécifications a iadie (flux minimal, degré de

séparation/concentration). Cette analyse permetéfiair la technique membranaire la plus
appropriée et de pré choisir parmi les différenetémaux membranaires existants sur le

marché, la membrane susceptible de répondre agerees du procede.

2. Choix des membranes ;
La 2éme étape correspond au choix définitif de éantorane. A partir de différents

tests realisés en cellule agitée ou sur de petitduias de filtration tangentielle, on isole
parmi les membranes pré-selectionnées, la ou lesbnames idéales. A I'issue de cette étape,
on peut apporter une réponse quant a la faisatidit@ séparation.

3. Modélisation et Simulation :
Cette étape consiste en la confrontation des premésultats expérimentaux aux

modeles de transfert théoriques trouvés danstéditire. Cette modélisation repose sur la
résolution des équations de bilan matiére, graceeutain nombre d’hypotheses réalistes (en
accord avec les premiers résultats expérimentatngue choix de modéles de transferts

pertinents, ceci afin de réduire le nombre d’essaErimentaux généralement colteux.
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Les données issues de cette modélisation sonttenstioduites dans les calculs de
simulation de facon a effectuer un premier dimemsément de 'unité a I'échelle industrielle.

Ainsi on vérifie a ce stade, la faisabilité et labilité économique du procédé.

Si I'on décide de poursuivre le projet, on effectliers une deuxiéme simulation a
I'échelle pilote que I'on confronte aux résultatsssais expérimentaux conduits a cette méme
échelle. Si un écart trop important apparait, igsotheses de transfert sont affinées et une

nouvelle simulation est réalisée puis comparéerRodgeaux résultats expérimentaux...

Aprés avoir parcouru plusieurs fois cette boucle whe fois [I'écart
simulation/expérience ramené a un niveau acceptahl@eut proposer avec les hypotheses
de travail associées, une derniere simulation qudgira a un dimensionnement fiable de

['unité industrielle.

En raison de I'état actuel des connaissancesedtpas envisageable dans le cadre de
cette these, de mettre en ceuvre cette démarche sdamgobalité. Nous nous sommes
simplement inspirés des deux premiéres étapesdesinir les différents axes de notre étude
a savoir :

» La caractérisation du jus d’agave (aguamiel) etfdeganes extraits du coeur
et des feuillesI’Agave tequilanat pulquéroafin d’identifier et de caractériser
les molécules d'intérét et d’identifier la ou leschniques membranaires

adéequates pour la séparation.

» La sélection de membranes et I'étude des conditexperimentales pour le

fractionnement des fructanes issus des jus d’agaves

62



Chapitre 2 MATERIEL ET METHODES |.- Materiel Bigique

CHAPITRE 2 MATERIEL ET METHODES

I. MATERIEL BIOLOGIQUE

A. AGUAMIEL

Les échantillons d'aguamiel ont été préparés damédion de Lomas de Romero,
Tecamachalco, Puebla, Mexique (18° 53' N, 97° 44'\&s plantations sont situées a une
altitude de 2020 m. Trois plantesAdiave mapisagagommunément connues comrmgave
pulquéro Blancpont été choisies en début de floraison, pouedtide. Les trois agaves ont
été traitées suivant les procédés traditionneldbtdition du jus d'agave ou aguamiel

(1.1.E.1.a), la production d’aguamiel a commenc&'lguin 2005.

Pour étudier les changements de composition deafal, 1 L de jus de chaque
agave ont été collectés a 0,5; 1,0; 2,3 ; 3,8,®2tmois pendant la période de production.
Immédiatement aprés le prélevement des échantilld@R % d’azide de sodium ont été
ajoutés afin d'éviter la croissance de micro-orgar@s puis les échantillons ont été placés
dans de la glace pendant le trajet du champ expataha la chambre de congélation (30
min). Les échantillons ont ensuite été stockés @G2jusqu’au dernier prélévement de

I'expérience.

Les quinze échantillons sous forme congelée, oét pdacés dans une caisse
thermique de polyéthylene pendant les 48 heurdsadsport entre le Mexique et la France.
Une fois réceptionnés, les échantillons ont ét@uigelés, agitést ailquotés puis recongelés

jusqu’a leur analyse.

B. CEUR ET FEUILLES D’A GAVE PULQUERO ET TEQUILANA

Des échantillons de cceur et de feuilles de deuxtgdad’agave pulquéro (une avant
et une apres la production d’aguamiel) de la réeglenLomas de Romero (Tecamachalco
Mexique ) et d’'un plant &gave tequilanale la région de Tequila (Jalisco Mexique) ont été

utilisés pour I'extraction des fructanes.
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1. Extraction de la fraction soluble dans I'eau diwcceur et des feuilles dAgave
pulguéro ettequilana

150 g de pulpe d’'agave sont coupés en morceauxdlerf et mixés pendant trois
minutes dans un Waring Blendor en présence de 25@¢'@au ultra pure a 80°C. La pulpe est
maintenue a 80 °C pendant 15 min sous agitatiom dfameéliorer I'extraction tout en
inactivant les enzymes présentes dans le milies.fibees insolubles sont ensuite éliminées
de la fraction soluble par centrifugation & 1400pegdant 30 min & 10°C. De l'azide de

sodium (NaN) est ajouté a raison de 0,02% final.

2. Purification de fructanes de haut DP « Agavines

Les fructanes de haut DP sont obtenus par préguita I'éthanol. Brievement, 32
mL d’éthanol a 95 % sont ajoutés a 6 mL de surnagdiaxtrait de coeur d’agave, de facon a
obtenir une concentration d’éthanol finale de 8Q\W/). Apres 2 heures a 4°C, le précipité
formé est centrifugé a 14000g pendant 30 min aCL(_& surnageant est éliminé et le culot
lavé une fois par de I'éthanol 80% puis il est lyitipé et stocké en vue d’analyses de

composition.

C. SOLUTION MODELE DES AGAVINES

En raison des problemes de conservation du matésggttal pendant le transport
mais aussi compte tenu des grandes quantités a@esspour les essais de filtration sur
membranes, des solutions modeles de fructanes wagat été préparées a partir d’'une
poudre commerciale (FRUCTAGAVE-PR-95) fournie geasement par la société
Agaviotica S.A. de C.V.( Distrito B4 # 433, Colorliaones, C.P. 64600. Monterrey, Nuevo
Ledn, México). Les données des fournisseurs conogigette poudre sont rasssemblées dans

le Tableau 6 du chapitre 1.II.E.

D. Jus BRUTD'’AGAVE TEQUILANA

Afin de valider les essais de fractionnement ddgspocharides @&gave tequilana
réalisés sur solution modele, I'entreprise Agaemtnous a eégalement fourni 15 litres de jus
brut, matiere premiere servant a la fabricatiodadpoudre commerciale (FRUCTAGAVE -
PR-95). Ce jus préalablement additionné d’azidesaium a été congelé et acheminé en
transport express du Mexique vers la France. Urseréxeptionné, ce jus a été décongelé,

agitéet aiquoté puis recongelé jusqu’a son utilisation pesressais de filtration.

64



Chapitre 2 MATERIEL ET METHODES Il.- Méthodes gtiques

. METHODES ANALYTIQUES

A. ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES

1. Acidité Titrable

L’acidité titrable est déterminée a l'aide d’'umdieur TT processus 2 (TACUSSEL)
équipé d'une burette automatique contenant unetigolwle NaOH 0,1 N. L'acidité est
exprimée en EqL Au Mexique, I'acide lactique est considéré comitaeide organique
majoritaire et de ce fait, I'acidité est expriméereEq.L* de cet acide (Norme NMX-V-022
1972).

2. Matiere seche

5 mL d’échantillon de mass®e, sont déposés dans une coupelle de magssemplie
de sable de Fontainebleau préalablement séchéolelle est placée dans une étuve a
105°C pendant 48 h. Au sortir de I'étuve, la colgekt refroidie dans un dessicateur puis

pesée. Sa masse est natéelLe calcul de la matiére seche (MS) est le suivant

MS (%) =1-

(my +rf?1]0)— M 100 Eq. 2,1

3. Cendres

5 mL d’échantillon de masssy sont déposés dans une capsule en silice de mmasse
préalablement séchéea capsule est ensuite placée dans une étuve € p@mdant 24 h puis
dans un four a 560°C pendant 5 h pour incinératiancapsule est ensuite refroidie dans un
dessicateur puis pesée. Sa masse est mptéea quantité de cendres est déterminée par

calcul en utilisant la formule suivante :

Cendres (%) =1 (mo * ml) — M,

x 100 Eq. 2,2

4. Cations

Les cations ont été dosés par spectrométrie d’ptieoratomique a l'aide d’'un

appareil "Varian SpectrAA 220 FS", équipé des lasnpa@équates pour le dosage de chaque
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élément ainsi que d’un injecteur automatique d’'étan et du logiciel d’analyse « spectra
AA». Cette analyse repose sur la mesure de l'abisorpdes atomes restés a I'état
fondamental lorsque I'échantillon est éclairé pae source de longueur d’ondlénm) (pour
Na A= 589,6 nm; KA=769,9 nm; Mg\= 285,2 nm ; Ca=422,7 nm ; MM\=279,5 nm ; Cu
A=324,8 nm; Fe\=248,3 nm; Co\=240,7 nm). Afin de réaliser cette analyse, lesnékits

minéraux des cendres sont préalablement dissosscdanh. d’acide chlorhydrique 1N.

5. Dosage des Protéines

Les protéines sont dosées par la méthode de Lawes précipitation sélective des
protéines en milieu acide. L'acide phosphotungsighulique contenu dans le réactif de Folin
Ciocalteu est reduit par les protéines donnant cwleration bleue caractéristique dont

I'intensité est proportionnelle a la concentratanprotéines.

On ajoute 500 pL d'acide trichloroacétique 10% (GA200 pL déchantillon
comprenant une teneur en protéines comprise efitet 200 g ainsi qu'a une gamme étalon
de 0 a 100 pg de Sérum Albumine Bovine (SAB Sigéfa A-7030). Apres agitation au
vortex et centrifugation (5min, 78269, 10°C), lerageant est aspiré avec une trompe a vide
munie d’'une pipette a constriction puis on ajold® AL de NaOH 0,2 N au culot et on laisse
'ensemble a 60 °C pendant 1 heure afin de dissolediprécipité. On procéde ensuite au
dosage des protéines en suivant le protocole dayL@uowry et al. 1951) c’est a dire en
ajoutant 1 mL de solution‘€ dans tous les tubes (gamme étalon et essais)s Apeattente
de 10 minutes, 0,1 mL de réactif de Folin Ciocaligilué a 50% dans de I'eau ultra pure)
sont ajoutés et le mélange est agité. Apres 30 daiméaction, on lit 'absorbance a une

longueur d’onde de 750 nm.

®C : Solution préparée & partir de 25 mL d’une sotutle NaCO; 2% dans NaOH
0,1M et de 0,5 mL d’autre solution de CuSO4 a Od¥fprésence de tartrate de potassium et

de sodium a 1%.

6. ldentification et quantification des acides amigs

L'identification et la quantification des acidesiaés ont été faites par CLHP avec
un systéme de chromatography Dionex, équipé d'uactEur DAD UVD 340U et d'une
colonne Uptisphere UP50DB-25QS (250 x 4.6 mm, 5prérédée d’'une colonne de garde
(Uptisphere UP50BD). Les acides aminés ont étetégeavec un mélange de 2 solvants

(78:22 viv) ; solvant A: 9 mM sodium dihydrogénoppbate, 4% diméthylformamide et 0.1
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% triethylamine (TEA) pH 6.55 et solvant B: 80%/\vacétonitrile/eau a un deébit de 1
mL.min™. La détection est faite & 436 nm. Des solutioradsdrds Sigma (Ref. AA-S18, T-
0254, UN 2129) ont été utilisées comme références.

B. ANALYSE DES SUCRES

1. Réfractométrie

L'indice de réfraction des échantillons est mesut@ide d’un réfractometre ABBE
et les résultats sont exprimés en degrés Brix XjB8achant qu’'un degré Brix correspond a
environ 10 g.[* de sucres, cette méthode permet une évaluationxapative de la teneur en

sucres totaux des échantillons.

2. Sucres totaux

Les sucres totaux ont été dosés par la méthodei®(1@66). 1 mL de solution de
concentration inférieure & 50 md.lest ajouté & 1 mL d’une solution de phénol & 5%,
'ensemble est agité et placé dans un bain d’'eacégl On ajoute ensuite 5 mL deSa)y
concentré (95-97%). Apres 30 min de réaction, babance a 490 nm est mesurée et les
résultats sont exprimés en g.ld’équivalent fructose grace a une courbe de il
réalisée avec une solution de fructose de condimtsacomprises entre 0-50 mg (Dubois
et al. 1956).

3. Dosage spécifique du glucose, du fructose et slaccharose

a. Dosage par chromatographie liguide haute pedpom

L’analyse quantitative du glucose, du fructose etsdccharose a été realisée par
Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHFgide d’un ensemble composé d’'une
pompe Water 515, d'un réfractometre différentielatéyd’une boucle d’injection de 20 pL et
d’'une colonne Sugar PaK 1 ; 6,5 x 300 mm (Ref :W883188) empaqueté de microparticule
d’échange- cation en forme de gel de calcium. Lasphmobile d’élution est de 'EDTA a 50
mg.L?, la température de la colonne est régulée & 9@t°@ débit d’élution fixé & 0,4
mL.min avec un étalonnage externe. Avant leur injeclieméchantillons sont filtrés sur une
membrane en acétate de cellulose de 0,45 um (btidiréférence HVLPO25000 ).
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b. Méthode enzymatique

Les analyses du D-glucose, du D-fructose et duosecont aussi été réalisées a
'aide d’'un kit enzymatique « analyse biochimigeteaimentaire » (Boehringer Mannheim
UV method 10 716 260 035 R-Biopharm). La procédliamalyse a été mise en ceuvre selon
les instructions du fournisseur. Les échantillons &é centrifugés (17 600 g, 10 min, 10°C)
avant le dosage.

C. CARACTERISATION DES FRUCTANES

1. Fractionnement des Fructanes par chromatographid’exclusion stérique

Les polysaccharides different notamment par lareafle leurs résidus, ainsi que par
leur degré de polymérisation, donc par leur voluhydrodynamique. Le principe de la
chromatographie d’exclusion stérique consiste arsgges polysaccharides selon ce volume

hydrodynamique.

Le gel utilisé est constitué de billes de porodiééerminée. Suivant leur taille, les
molécules sont éluées par une phase mobile licetiggénetrent ou non dans ces pores. Les
molécules ne pénétrant pas dans les pores soe®rmirémiéres alors que les plus petites,
parcourant un volume de colonne plus important esbrten dernier. Une relation
logarithmique existe entre le volume hydrodynamideda molécule et son volume d’élution.
Par calibration simple ou universelle, on définineu corrélation entre volume
hydrodynamique et masse, ce qui permet de déterdaimeasse du composé a partir de son
temps d’élution. Pour des polysaccharides, il estemsaire d'utiliser une phase mobile
contenant des électrolytes afin d’ajuster la fam@que du milieu et d’éviter la formation
d’agrégats ou d’interactions avec le support.

a. Fractionnement de 'aguamiel par chromatogragieeclusion stérique

Les échantillons d’aguamiel ont été préalablememtrdugés (17 600 g, 10 min,
10°C) puis injectés avec une phase mobile de faemd&ammonium 30 mM a pH 5,8 sur
deux colonnes d’exclusion stérique différentes posées de billes de dextranes liées a de

I'agarose hautement réticulé.

Une colonneSuperdex 75 Hiload HR(Amersham Biosciences, référence : 17-1047-

01), (1cm DI x 30 cm de long ; volume total 24 ndlpase de particules dont le domaine de
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fractionnement est compris entre 3 et 70 kDa pesrmrotéines globulaires et utilisé avec un
débit d’élution est de 0,6 mL.min

Une colonneSuperdex 30 pg HiLoad 16/6@Amersham Biosciences, référence: 17-
139-01) (1,6 cm DI x 60 cm de long; volume total01BL) avec un domaine de
fractionnement inférieur a 10 kDa pour des protig®bulaires avec un débit d’élution de
1mL.mint. L’élution des solutés est suivie par réfractoimé(réfractométre ERC-7512,

Erma).

b. Fractionnement des extraits de cceur d’agave

Les extraits obtenus a partir de la pulpe des cotagsve ont été fractionnés sur une
colonneBiogel P10 BIO-RAD, Ref. 150-41403). Cette colonne est priatément utilisée
pour le fractionnement des protéines et des potigep Elle est composée de gel de
polyacrylamide de 45-90 um. Son domaine de franBament est compris entre 1,5 et 20
kDa. L'élution est réalisée avec de I'eau ultragparun débit de 10 & 15 mLih.a détection

en sortie de colonne est réalisée par réfractoen@trfractoméetre ERC-7512, Erma, Japon).

2. Analyse des masses molaires apparentes

Les fractions solubles ont été analysées par CLHRcldision stérique sur deux
colonnes Shodex (OH-pak KB-803 et KB-805 (0,8 xcBQ) Showa Denko, Japon)) montées
en série et présentant ainsi un domaine de frawiment compris entre ¥ 8x1G kDa.
L’élution s'effectue avec une solution de LINQLOO mM) & un débit de 1 mL.mtret la
détection est suivie par réfractomeétrie (RéfractoenERC-7512 Erma, Japon). La calibration
des colonnes a été réalisée par injection de sakitie pullulanes décrits dans le Tableau 10,
et conduit a I'équation suivante, quest le temps de rétention :

Log Mw=28,341 — 1,0652 %t Eq. 2,3

Tableau 10 Description des pullulanes utilisés poua calibration des colonnes Shodex.

Pullulane Taille Temps de rétention

étalon (kDa) (min)
800 853 13,98
400 380 14,57
200 186 15,03
100 106 15,65
50 48,1 16,51

20 23,7 17,25

10 12,2 17,82

5 5,8 18,46
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3. Polydispersité des fructanes

La longueur des chaines de fructanes a été détmmgqualitativement par
Chromatographie Liquide d’Echange d’Anion Hautef@¥enance (CLEAHP) sur un systeme
Dionex DX-300 (Sunnnyvale, CA 94088, U.S.A.) équigéine cellule de détection par
Ampérométrie a Champs Pulsé (DACP). Les échansilleant injectés sur une colonne
CarboPac PA100 de chez DIONEX (0,4 x 25 cm) thetatée a 25°C, précédée d'une
précolonne CarboPac PA100 DIONEX (0,4 x 5 cm) @ution & un débit de 1 mL.mifnest
réalisée avec un gradient d’acétate de sodium QOr@d) en hydroxyde de sodium 100 mM.
Les degrés de polymérisation (DP) et la polydidfgersont estimés par comparaison aux
temps d’élution de quatre standards a savoir :-Hestose “G-k = DP 3" (Fluka, 72555 (g
Hso O MW 504.44), du Nystose “Gs= DP 4” (Fluka, 56218 £ H4, O,; MW 666.58) et
de deux inulines de différentes origines: inuliree Topinambour « Jérusalem Artichokes »
(SIGMA 1-2880) et inuline de chicorée (SIGMA 1-2255

Afin d’améliorer la séparation et d’affiner I'analy des fructo-oligosaccharides, les
gradients d’élution CLEAHP sont adaptés au typecltbétillon analysé : trois gradients
différents ont ainsi été mis au point et utilisiss les programmes ont débuté apres 10 min

de reéquilibrage aux conditions initiales.

a. Programme 1 : Séparation des DP compris entrEble

Ce gradient est spécifique pour les échantillonfadde DP (compris entredt 15) et utilisé
pour la détermination de la polydispersité destémes présents dans I'aguamiel. La colonne
est préalablement conditionnée pendant 10 mini¢élud 1 mL.mifi avec une solution
d’acétate de sodium 6 mM en NaOH 0,1M). A 10 mhpR d’échantillon sont injectés puis
élués par un premier gradient linéaire en acéetaie 240 mM) de 10 a 60 min, puis par un

deuxiéme gradient linéaire en acétate (240-600 Vg0 a 70 min.

b. Programme 2 : Séparation des DP compris entrg0le

Ce gradient spécifique pour les échantillons decbfpris entre 1 et 50 est utilisé
pour la détermination de la distribution des fraetmde I'inuline de chicorée.

La colonne est conditionnée pendant 10 min parémgon & 1 mL.mift avec une
solution d’acétate de sodium 120 mM en NaOH 0,1MLQAmin, 30 pL d’échantillon sont

injectés et élués avec le méme solvant pendann5PRuiis, un gradient linéaire en acétate de
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120 a 360 mM est appliqué de 15 a 60 min. Enfilutién est terminée par application d’'un

gradient linéaire en acétate de 360 a 600 mM peridamin.

c. Programme 3 : Séparation des haut DP compris &at 80.

Ce gradient spécifique pour les échantillons decbfpris entre 1 et 80 est utilisé
pour la détermination de la polydispersité destémies des extraits d’agaves. La colonne est
conditionnée pendant 10 min par une élution a 1nmm} avec une solution d'acétate de
sodium 48 mM en NaOH 0,1M. A 10 min, 30 uL d’éclilfori sont injectés et élués par un
gradient linéaire en acétate (48 a 210 mM) de 1D amin. Au-dela, la concentration en
acétate est augmentée par paliers : de 30 — 3#,9dargoncentration en acétate est maintenue
a 210 mM, de 35 a 39,9 min a 240mM, de 40 a 44Pa270 mM, de 45 a 49,9 a 300mM
min, de 50 a 54,9 a 330 mM min, de 55 a 59,9 n86@mM, de 60 a 64,9 min a 390 mM, de
65 a 69,9 min a 420mM et enfin de 70 a 85 min ar6®0

4. Analyse de la composition en oses neutres.

L’analyse de composition a été effectuée selondthode décrite par Albersheigh

al. (Albersheimet al. 1967). Les polyosides (1 mg) sont hydrolysés eliemiacide (acide
trifluoroacétique 2M, 0,5 mL) pendant 1h15 a 12 de libérer les oses constitutifs
(Figure 12a) puis séchés sous air avant ajout tisné internes (10QL d’inositol, & 1
mg.mL?, et 10QL allose, & 1 mg.mt). Les échantillons sont & nouveau séchés puistsédu
par 500uL de borohydrure de sodium (NaBHans NH, 1N, 20 mg.mL}) pendant 1 heure &
60°C. Apreés réduction, 5Q4L d’acétone sont ajoutés pour stopper la réactigreemettre un
séchage sous air plus rapide. Les échantillons sostiite dissous dans 100 pL d’acide
aceétique glacial puis acétylés par addition de |pD@lI'acétate d’éthyle, 1,5 mL d’anhydride
aceétique et 50 pL d’acide perchlorique a 70% ((@#Aigure 12b). Apres 15 minutes au bain a
ultrasons, I'excés d’anhydride acétique est élinpag5 mL d’HO en présence de 50 uL de
1-méthylimidazole. Les dérivés réduits et acétys@mt alors extraits par 500 pL de
chloroforme. Apres décantation, la phase organigsterécupérée et transférée pour étre

conservée au congélateur jusqu’a injection. (Albeiraet al. 1967).

Les unités osidiques ainsi transformées appeléétgtas d’alditols, sont séparées par
chromatographie en phase gazeuse sur une colopifiaica en silice fondue greffée a 50 %

par du diméthylpolysiloxane et a 50 % par du cyaopylsiloxane (OV-225) (L=30m, ID =
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0,32 mm, film = 0,5 um) (température de l'injecte50°C, injecteur split: 1/10, gaz
vecteur H, débit 1 mL.mit).

La détection se fait par ionisation de flamme. [&seurs de réponse sont calculés a
l'aide d'un mélange d'oses standards et d’une mmiuétalon d'allose (1 mg.mt). Les
résultats sont exprimés en anhydromoles et somigésrd’'un facteur de polymérisation de
0,9 pour les hexoses, de 0,88 pour les pentosds B9 pour les méthyls-pentoses s'ils sont

présents).
CH,OH CH_OH CH,OH
Q Q Q
HO\OH O OH OH o—
OH OH OH A
ATFA 2N
120 °C; 75 min
CH_OH
0]
OH
HO \OH
OH
n

a- Exemple d'hydrolyse d'un polvoside

CHO CH,OH CH,OCOCH,
B OH Raduction OH Acétylation OCOCH;,
=0 A e H = ,HCOCO
OH NaBHa OH (CH,CO,) OCOCH,
+ catalyseur
CH,OH CH20H & CH,0COCH
D-Xylose Xylitol 1,2,3,4,5-penta-O-

acétyl xylitol

b - Réduction et acétvlation d'un monosaccharide

Figure 12 : Transformation des oses en acétates thitols.
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5. Analyse structurale par perméthylation des polyaccharides

L’analyse de structure par perméthylation permedé&terminer la nature des liaisons
osidiques des oses constitutifs des polysaccharigigss un premier temps, les hydroxyles
libres (ou engagés dans une liaison de type exdtée len milieu alcalin) des polysaccharides
sont méthylés. Dans un deuxiéme temps, le polysaicehest hydrolyse, libérant ainsi des
oses partiellement méthylés. Apreés réeduction etykd®on, les composés partiellement
méthylés et acétylés sont séparés et identifiéscpaamatographie gazeuse couplée a un
spectrometre de masse (Figure 13).

Les polysaccharides (1 a 2 mg) ont été méthylésnskel méthode d’Hakomori
(Hakomori 1964). Les polysaccharides sont passemnti@4 h a I'étuve Chopin a 50°C sous
P,Os pour étre totalement anhydre, puis placés danpitiders purgés a I'argon. On ajoute
alors 0,5 mL de diméthylsulfoxyde (DMSO) sous d@ta pour permettre une bonne
dissolution des produits. Puis 0,5 mL d’anion dimyésulfinyl de sodium sont ajoutés dans le
milieu sous agitation pendant 1h. Les pilulierstsarsuite refroidis au congélateur. Au milieu
réactionnel congelé, 0,5 mL d’iodure de méthyle extés sont ajoutés. La réaction
exothermique est laissée sous agitation a tempérammbiante pendant 1 h. On procede alors
a I'élimination de I'iodure de méthyle, trés volagn placant les échantillons sous flux d’air
pendant 10 min. Les polysaccharides méthylés satraits par 2 mL d'un mélange
chloroforme/méthanol (2/1, v/v) et cette phase wigze est alors lavée 5 fois avec 2 mL

d’H.0 pour éliminer le DMSO en exces, puis séchée amslakomori 1964).

L’hydrolyse des polysaccharides méthylés puis lducéon et I'extraction des
acétates d’alditols partiellement méthylés obtesmitont comme décrit ci-dessus.

Les unités osidiques ainsi transformées sont sépag@ CPG sur une colonne
capillaire en silice fondue greffée a 100% par ooéthylpolysiloxane (OV-1) (L = 30 m, ID
= 0,25 mm, film = 0,25 um) (température de l'infat: 250°C, injecteur splitless : 1/20, gaz
vecteur H, débit 2 mL mift). La température de la colonne est d’abord mair@mnstante

& 170°C pendant 15 minutes puis augmentée de 1i¢jmsqu’a 210°C.

La détection se fait par ionisation de flamme. &fitification des pics est réalisée sur la
base des temps de rétention relatifs par rappant €&alon interne (ici une solution d’inositol
a 1 mg.m*) trouvés dans la littérature (Barreto-Bergterl. 1981; Basicet al. 1984; Harris

1984; Lomaxet al. 1985), mais aussi sur les tables de temps detigteatablies au
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laboratoire en méthylant différents polysaccharidesstructure connue et confirmée par
couplage avec un spectrométre de masse, les scli@énfieegmentation des acétates d’alditol
partiellement méthylés étant bien connus (Janss@h 1976). Les pourcentages molaires de
chaque acétate d’alditol partiellement méthylé @8t calculés par rapport a la somme totale
des pics identifiés en utilisant les surfaces dmjak pic corrigées par les facteurs de réponse
établis par (Sweadt al.1975).

CH3\ Na* ACHZ\S_O N ﬁ{
/S =0 + NaH —» cH - S 2
CH 3

3
Formation de I'anion

CHyOH CH,0H CH,OH
0 0 0
at "CH
+ n S=0
0 s sl
OH OH OH OH OH OH i
L el
-
CH3\
+ n CH /S=O

Na*

Formation du polyalkoxyde

a*K

o
NaO&_ I

Attaque de ICH3 par le Polyalkoxyde (SN2)

CH,OCH , CH,OCH, CH,OCH;

G0

Polyoside perméthylé

Figure 13 : Réaction de perméthylation des polysabarides.
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D. METHODES ENZYMATIQUES

1. Détermination du degré de polymérisation et quatification des fructanes

50 pL d'une préparation commerciale d'inulinasésgergillus niger(Fructozyme
L®, Novozymes) sont ajoutés a 5 mL d’aguamiel @illD fois dans du tampon acétate 100
mM, pH 4,7 ). Le mélange est incubé a 50°C pend@nh. Les échantillons sont ensuite
placés dans un bain-marie a 100°C pendantl0 memalyse des sucres a l'aide du kit
enzymatique R-Biopharm permet la détermination ducape,, et du fructosga. EN
parallele, un deuxiéme essai (blanc) est exécuté #s mémes conditions avec au préalable

inactivation des enzymes par chauffage a 100 °@g@ril0 min.

Le degré moyen de polymérisation (RR) est alors calculé selon I'équation
(Waleckxet al. 2008):

DPpoyen=F /G +1 Eq. 2,4

ou: F= fructosga - fructos@yre - 0.52* sucrosge
G= glucosgia - glucosgye - 0.52* sucrosgre

La somme F + G est considérée comme la concenmtra&n fructane des échantillons
analyses.

2. Recherche d'activités d'enzymatiques endogeneartss I'aguamiel

20 mg d’inuline de chicoré (Sigma — |-2255) sorgsdus dans 2 mL d’aguamiel
contenant 0,02 % de N@gN1 mL de cette solution (essai) est incubé dimetd a 50°C
pendant 110 h tandis que l'autre ml (témoin) eauffé a 100 °C pendant 10 minutes pour

inactiver d’éventuelles enzymes endogenes avatrediicubé a 50°C pendant 110 h.

Une aliquote de ces deux solutions est prélevéet @tapres incubation, centrifugée
(17600g, 10 min, 10°C) puis diluée 20 fois et smema I'analyse par CLEAHP. Un gradient
spécifiqgue des produits dégradés par hydrolysepregframmé comme décrit ci-apres. Les
colonnes sont équilibrées a 25 °C avec l'acétatsodaum 120 mM en NaOH 100mM au
débit de 1 mL.mirt pendant 10 minutes avant chaque injection. 30 j¢thdntillon sont
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injectés et élués de 11 a 15 minutes dans les tommsliinitiales puis un gradient linéaire est
appligué jusqu'a 460 mM en acétate de sodium péidamin.

E. ANALYSES STATISTIQUES

Une analyse de la variance (test ANOVA avec umvalade confiance de 95%) a été
réalisée pour évaluer d’éventuelles différencesifiogtives entre les échantillons d'aguamiel
(incidence de la plante, de la date de prélevemestprogramme informatique utilisé est
Statgraphics 5.1 (Stsc, Rockville, MD).

lll. METHODES DE FILTRATION

A. LES MEMBRANES

En vue de la clarification et dactionnement des fructanes présents dans le jus
brut d’Agave, différentes membranes organiquesnerganiques ont été utilisées. Les
caractéristiques de ces membranes (nature, seuiteuwpure, fournisseurs et configurations)

sont rapportées dans le Tableau 11.

Les membranes organiques planes ont été misesuemecsoit dans une cellule de
filtration frontale Amicof! de diamétre de 37 ou 76 mm ce qui correspond céspment a
une surface active égale a 16 ou 44°ceoit dans une cellule de filtration tangentielle

Osmonic§ de dimmensions 14cm x 19 cm correspondant & ufecsuwitile de 155 cmz2.
Les modules spiralés utilisés présentent une sudadiltration effective de 900 ém

et les membranes céramiques tubulaires (longudumis, diamétre extérieur 10 mm, trois

canaux de 3,5 mm de diamétre hydraulique) ont urface effective de 82 ¢m
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Tableau 11: Membranes testées en vue de la clarditon et du fractionnement des fructanes du jus
d'agave.

Matériau Seuil de coupure (kD) | Fournisseur | Configuration
30, 50, 100 Millipore
Millipore
Orelis
PES _
. Osmonic
Polyéthersulfone 10
a-Laval
Koch
5 koch
Plane
PA 8 Osmonic
Polyamide
<1
" Osmonic
TF GE Sepd” GH
Thin Film 0,15-0,3 )
Osmonic
Desal HL
CR
f i 1,5, 10, 30 Millipore
Cellulose régénérée
CR N Spirale
f oo 1,10 Millipore ,
Cellulose régénérée =)
Tubulaire
multicanaux
Alumine/Titane/Zircong 3 9, 8, 15%, 50* Tami \
Couche active: o
Titane; *Zircon
1 Exekia Tubulaire

1
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B. LES UNITES DE FILTRATION

Deux modes de filtration ont été utilisés au cales étapes de sélection des membranes.

1. Filtration frontale (Membrane plane en cellule @itée)

Deux cellules de filtration frontale Amicon® avegitation de 50 et 350 mL de
capacité ont été utilisées au cours des étape®ldetisn des membranes, le schéma du

montage est représenté Figure 14.

— Ordinateur @
@ j"j“ m -=§4= Air comprimé

T 4 N
-
1'2:;_'5?_ A I <4——Solution afiltrer
= i Perméat O
{i%ﬁ.."”".%} l
%&@ 4—— Membrane

¥ W

Agitateur magnétique

Balance—»

Figure 14 : Module de filtration frontale avec membranes planes: cellule Amicon®.

La membrane organique a tester est découpée aetdéade la cellule puis placée au
fond de celle-ci. Aprés avoir mis en place I'agtat aimanté, la cellule est remplie avec la
solution a filtrer puis le systeme est fermé hemuément et mis sous pression grace a une
arrivée d’air comprimé. L’agitation est réglée &3Burs.mift et une pression constante
inférieure a 4 bar est appliquée dans la cellulepérméat ainsi obtenu est collecté dans un
bécher placé sur une balance reliée a un ordinad@usi I'évolution de la masse de perméat

au cours du temps est enregistrée automatiquernpatraet de déduire le débit du perméat.

2. Filtration tangentielle

Cette unité de filtration pilote représentée sufigure 15 comprend:

* Une cuve double enveloppe (1) dans laquelle cirauiefluide caloporteur (2)

permettant de maintenir constante la températue da long de I'expérience. En
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raison du volume mort important de I'installatiae, bac doit contenir entre 0,5 et 1,5

L de solution pour éviter tout probleme de pompage.

* Une pompe (3) munie d'un variateur de fréquencenpttant de controler la vitesse de

la solution d’alimentation.

* Un manometre (4) et une vanne (6) de contre-pnegs@mettant de contrbler la

pression transmembranaire de 0 a 8 bar.

* Un carter mambranaire (5). Ce pilote peut accuedit un carter tubulaire (longueur
de membrane 25 cm, longueur utile 23 cm), soit amec plan Osmonics® (surface
membranaire 14cm x 19 cm, surface utile 155%cmoit encore un module
membranaire sous forme spiraléarfouche Milliporesurface utile de membrane 900

cnt).

* Une balance (7) reliée a un ordinateur (8) perretrdgistrer en continu les débits de

perméat.
Rétentat
"3
oo (£ ® —
iz 'I-H:"’ I © -©_- @
;-|;.: !-E_-F‘T._‘H.: R _.ﬁ-_
E |:.|"1l."|'l.Jir'l"ll'.'Tllull\:r:T'll'l
AR Perméat
@

Figure 15: Boucle de filtration tangentielle; (1)bac alimentation; (2) régulateur de température; (3
pompe; (4) manométre; (5) module membranaire; (6) anne de contre-pression; (7) balance; (8)
ordinateur.

Apres la mise sous tension du systeme, la soluff@iimentation est mise en
circulation tangentiellement a la membrane, lentéteest recyclé dans la cuve d’alimentation
et le perméat est recueilli dans un becher placdasbalance. Mis a part les expériences
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visant la production de perméat, ce dernier estiensecyclé apres chaque série de mesures,

permettant ainsi de simuler les conditions de fonciement en régime permanent.

Lors de l'étude des performances en fonction dedacentration de la solution
d’alimentation, la concentration de celle-ci edduiée a intervalles de temps réguliers par
ajout d’'eau. On obtient alors les valeurs du fluxdifférentes valeurs du facteur de

concentration volumique.

C. CARACTERISATION DES MEMBRANES

Afin de comparer différentes membranes vis-a-visid’application spécifique, nous
avons choisi d'utiliser dans un premier temps lggmes classiques permettant de quantifier
une opération de filtration & savoir : la densigéfldx de perméat, la sélectivité et I'indice de
colmatage. Dans un second temps, des observationsceoscopie électronique a balayage

(MEB) ont été réalisées.

1. Détermination de la densité de flux de perméat

Toutes les membranes sélectionnées ont été caséetrselon le protocole
schématisé sur la Figure 16 ci-contre.

Les conditions de mise en ceuvre des filtrationsemarselon le type de module
utilisé.
a. Filtration en cellule agitée :
Aprés avoir placé la membrane dans la cellulegagdtrniere est remplie d’eau osmosée et

mise sous pression (2 bar). On mesure alors |¢ ddleiau initial de la membrane{J9.

Puis le réservoir est rempli par la solution a emtier et on enregistre le débit de filtration en
fonction du temps (Js). En fin de filtration, urhantillon de perméat final est récupéré en vue
d’analyse. La cellule et la membrane sont ensiniteges 3 fois a I'eau osmosée puis la cellule

est remplie d’eau osmoseée afin de mesurer le détaau apres filtration £, 9.

b. Filtration tangentielle :
Comme pour les essais en mode frontal, les essgaitssés sur le pilote de filtration

tangentielle se déroulent en trois temps. Touta@ple débit a 'eau de la membrane propre
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(Jeau 9 €st relevé puis on mesure le débit de filtratilenla solution (Js) enfin, aprés avoir
rincé pendant 5 minutes sans pression l'instaliatim remesure le débit a I'eaus(J). Afin
de simuler un régime stationnaire lors des essacarhctérisation des membranes, le perméat

et le rétentat sont recyclés (fonctionnement boigclaée).

Mise en place de la
membrane a tester

l

Détermination de la perméabilité a I'eau
(filtration d’eau pure)

l

Filtration de I'extrait végéta

l

Evaluation du colmatage irréversible
(filtration d’eau pure)

Figure 16 : Protocole de caractérisation des membres

Tous les débits de filtration sont évalués par @aetépour faciliter la comparaison
des membranes, ils sont rapportés a l'unité daserdt exprimés en L'm? en assimilant la

densité des jus d’agaves a celle de I'eau et égauti I'équation suivante.

J= 2 Eqg. 2,5

A

J est la perméabilité de la membrafeest le débit de la solution exprimé en (t).h

etA est l'aire de surface de membrané)(m

Comme au cours des expériences réalisées en calfitde, la solution en amont de la
membrane se concentre dans le temps, les débifdtrdéon mesurés pour chacune des
membranes testées sont représentés en fonctiacthwif de réduction volumique (FRV). Ce

facteur est défini par la relation :
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FRV =Vo/(Vo-Vp) Eq. 2,6
ou Vo le volume de solution initial

Vp le volume de perméat

Lors des essais de concentration en continu, kedade réduction volumique peut

encore étre estimé a partir de la relation :

_ Vo
FRVi= ————— Eq. 2,7
Vo- j Qxdt
to
ou Q : le débit de perméat moyen estimé pendant |\aléx temps dt

2. Sélectivité

Il s’agit de comparer la concentration des molécual@ntérét, ici les fructanes, dans
les phases en amont et en aval de la membranerdgBmeént la rétention d’'un soluté est
déterminée a partir de la mesure des concentradi®relui-ci dans le perméat (Cp) et dans la

solution initiale (@), a I'aide de la relation :
C
%R = (1-—2) x 100 Eq. 2,8
Ca
Lors d’essais de concentration, cette rétention @ea calculée au fur et a mesure de
I'opération, selon la formule suivante :

% R=(1- =P x 100 Eq. 2.9
Cri

ou Cpi la concentration du soluté dans le perméat a mpgei de la
filtration

Cri la concentration du soluté dans le rétentat a aaariémps
Dans notre cas, les fructanes représentant un @ralgp molécules de tailles

polydisperses, leur rétention va donc varier erction de leur degré de polymérisation (DP).

Nous avons donc choisi pour estimer leur rétendencomparer les profils CLEAHP (cf

82



Chapitre 2 MATERIEL ET METHODES II.- Méthodesillafion

section II-C-4) des perméats avec celui de la solud’alimentation ou avec celui du rétentat
correspondant lors des essais de concentration.

Comme nous ne disposions pas de standards pouatueffein étalonnage, il n'a pas
été possible de déterminer les valeurs réellesadmhcentration en fructanes pour un DP
donné. Toutefois, il est possible de comparer picgic la composition de 2 solutions sous
réserve que les quantités injectées soient les mémeorrespondent a une méme dilution ce
gue nous Nous sommes attachés a respecter.

Ainsi la quantification des fructanes est réaliséas forme indirecte a partir de la
mesure des hauteurs des pics obtenus sur lessp@ift AHP (Figure 17) et la rétention est
calculée selon 'équation :

h..
%R = (1—ﬁ)>aoo Eq.2,10

Al
ou h,i - hauteur du pic des fructanes de Déhs le perméat

ho,i: hauteur du pic des fructanes de, @éhs la solution d’alimentation.

— Profile So
Profile Perméat

Ny,

T L e

Réponse CLEAHP

Temps d’élution (min)

Figure 17 : Représentation schématique des mesurdes hauteurs des pics sur les profils CLEAHP pour
calculer le taux de rétention.

3. Estimation du colmatage des membranes

Le colmatage est estimé grace a la mesure des fleau avant et apres la filtration
et est calculé selon la formule :
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JO,eau - Jl,eau

% Colmatage = x 100 Eqg. 2,11

0,eau

Cet indice est d’autant plus élevé gu’il s’est férom dépbt irréversible important a
la surface de la membrane. Cet indice est puremgudrimental et dépend des conditions
expérimentales fixées (pression transmembrandiesse tangentielle/agitation, température,

conditions de ringage) qui doivent étre identigoesr toutes les membranes comparées.

4. Caractérisation physique

Afin de visualiser la structure des membranes é¢sstédes observations en
microscopie a l'aide d’'un microscope électroniqubatayage a effet de champ (Scanning
Electron Microscope s-4500 HITACHI) sont réalisées.

Pour I'observation de la structure interne, les im@mes sont cassées dans l'azote liquide

afin d’obtenir une tranche nette puis sont métsissavant observation.

D. NETTOYAGE DES MEMBRANES

Apres utilisation, les membranes sont nettoyéemnsial procédure recommandée par

le fournisseur :

a. Nettoyage des membranes céramiques

On réalise un premier lavage par passage d'un¢iaolalcaline (soude a 1,5 % a 80°C). La
solution circule tout d’abord 5 minutes sans pasguis 20 minutes avec une pression de 1
bar. L'objectif de ce nettoyage est la dégradatieria matiere organique. L'installation et la
membrane sont ensuite rincées a I'eau jusqu’adgraléé du filtrat.

Un second lavage est réalisé par filtration d’uslatson acide (acide nitrique a 1,5 % a 60°C)
dans les conditions similaires a celles du netteyaasique. Ce second nettoyage permet de
dissoudre les composés minéraux.

Apres le ringcage a I'eau, les membranes sont sogervées a 4°C dans de I'eau osmosée en
présence d’azide de sodium 0,02 % jusqu’a leurh@ioe utilisation ou soit séchées.
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b. Nettoyage des membranes organiques en spirale.

Le nettoyage des membranes organiques est plusatdébelon leur composition, les
membranes présentent des résistances aux solubasigues et acides difféerentes. La
température limite d’utilisation varie également famction de la membrane. En ce qui
concerne les membranes organiques utilisées darelte de cette étude, celles-ci sont soit
jetées aprés usage (cas des membranes utiliséeddsressais en filtration frontale), soit
lavées en suivant les recommandations du fournis$taur le nettoyage des membranes
spirales, la procédure ci-dessous a été suivie :
* Filtration de 8 & 10 L d’eau osmosée (filtratiomsaecyclage, 4 L.mih 2
bar, 30 min).
« Lavage avec une solution de NaOH 0,1N (filtratisr@recyclage, 4 L.mih
50°C, 60 min).
« Rincage a I'eau jusqu'a pH=7 (filtration sans réaye, , 4 L.mifl , 2 bar, 30
min).
« Lavage avec une solutionsPiO; 0.1N (filtration avec recyclage, 4 L.min
50°C, 30 min).
« Rincage a I'eau jusqu'a pH=7 (filtration sans rémye, 4 L.mift, 2 bar, 30
min).
Les membranes ainsi lavées sont stoquées dansolutiers de NaOH 0,1N a 4°C

jusqu’a une nouvelle utilisation.

Quel que soit le type de membranes lavées, a laefitla procédure de nettoyage, on
effectue une mesure de la perméabilité a I'eau pauifier I'efficacité du lavage. Une
récupération de flux inférieure a 80% de la pernigatnitiale de la membrane signifie que
le nettoyage est insuffisant et qu'il est nécesdieprocéder a un nouveau lavage de la

membrane.
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CHAPITRE 3 RESULTATSET DISCUSSION

|. CARACTERISATION DE LA MATIERE PREMIERE : AGUAMIE L

Les données de la littérature sur la composition jde d’agave de type aguamiel
étant parcellaires et peu nombreuses, (Crawbtl. 1945; Sanchez-Marroquin et Hope 1953;
Granados-Sanchez 1993), nous avons donc réalis€araetérisation approfondie de cette
matiere premiére. Nous avons également souhaitiievéue cette composition n’évolue pas
au cours de la période de production ce qui semablématique pour une production
industrielle standardisée. Par conséquent, des nt@btras d’aguamiel provenant de
différentes plantes prises au sein d’'un méme siterdduction ont été collectés en vue d’étre
analysés, a différentes dates au cours de la gédiegroduction.

L’agave pulquérosélectionnée ici est la variét® mapisaga,utilisée pour la
production d’aguamiel dans le village de Lomas @enBro, dans I'état de Puebla, une des
principale région productrice de pulgue au Mexigue.village de Lomas de Romero a été
choisi pour la récolte des échantillons en raisersa proximité (30 km) avec I'Université
Technologique de Tecamachalco (UTT), ceci afinaglifer le prélévement périodique des

échantillons.

Le premier prélévement a été réalisé 15 jours dprdémarrage de la productiorf'(1
juin 2005), alors que les agaves de la plantatiesieat atteint leur pleine maturité et
s'apprétaient a fleurir. Les dates des autres ygétents prévues pour s’échelonner tout au
long de la période de production ont été conditi@msnpar les conditions climatiques. Aucun
prélevement n'a été réalisé sous la pluie et apneéspériode de pluie, une attente de deux
jours a été respectée avant d’effectuer un noupeglavement. C’est pourquoi, les dates des
prélévements réalisés sont respectivement 0,5;;2,®; 2,5 et 4,5 mois apres I€ jbur de
production n’ont pas tout a fait respecté le plagrde prélevement prévu initialement.

Les résultats des analyses realisées sont prése@iges.

86



Chapitre 3 RESULTATS ET DISCUSSION I.- Caractérisation d’aguamiel

A. ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES D’ AGUAMIEL

L’évolution des principales caractéristiques physibimiques de I'aguamiel produit
par 3 plantes a différents temps de productionpessenté sur la Figure 18. D’aprés les
résultats obtenus, aucun effet significatif du tengur l'acidité titrable n’est observé
(p<0,0846). Cependant, ce facteur décroit légeremans les échantillons collectés apres
trois mois de récolte. Les valeurs du pH restemistamtes et voisines de 4,5 dans tous les

échantillons d’aguamiel collectés au cours de diét(A).

1A 1B
=== pH — Acidité titrable 102 Eq/L *=+ °Bx =— 0 Matiere seche
55
13 7
4,57 ....... o ""'I""'O-. seesscse
11 7
3,5 9-
2,5 T T T T 7 ; \ \ .
0,5 1,0 2,3 3,5 45 0,5 1,0 2,3 3,5 45
1C 1D
seee 0hSac — % Glu == = %Fru ===+ 05 Cendres — 09 Protéines
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Date de prélevement apres le démarrage de la prodiimn (mois)

Figure 18 : Evolution des caractéristiques physicehimiques de I'aguamield’A. mapisagaau cours de la
période de production. 1 A: pH et acidité titrable,1 B: °Bx et matiére séche, 1 C et 1D : concentratis
exprimées en % (P/P) par rapport a la matiere sech®ac= saccharose; Glu= glucose; Fru= fructose,
cendres et protéines.
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La teneur en matiére seche ne change pas sigivéinant (p<0,0699) et représente
en moyenne 11,5 % du poids total de I'aguamielltéc®ar ailleurs, on constate gu'il existe
une bonne corrélation entre la teneur en matiereeset les concentrations en sucres solubles
totaux (Figure 18B), ceci indique que la majoriéela matiére seche est associée aux mono et
disaccharides. En effet, la somme du glucose,dsgcet saccharose représente plus de 65 %
du poids total de la matiére seéche, la concentrattm saccharose étant toujours
significativement plus faible que celles des dewnasaccharides (Figure 18C). On ne note
pas d’évolution majeure des concentrations de casfes au cours du temps mis a part une
chute significative (p<0,0314) de la concentrationfructose dans les échantillons collectés
3,5 mois apres le début de la récolte.

Si la concentration en protéines reste constark®,$368) et voisine de 3 % du
poids total de matiére seche tout au long de laogeérde récolte, ce n'est pas le cas de la
concentration en cendres. Le pourcentage des cepdésente une diminution significative
au cours des deux premiers mois de récolte (p<P,Fdgure 18D). Cette décroissance est
principalement due a la décroissance significatfpe0,0011) de la concentration en
potassium (K). En effet, la concentration en K eaie 1614 + 22 & 960 + 8 md.durant
cette période. La teneur en cendres se stabilise léa échantillons d’aguamiel collectés au
dela des 3 premiers mois de production. Cette Igéaloie la concentration en cendres est
associée & une augmentation légére du calcium5del3a 126 + 36 mg:t). Rendileset al,
ont rapporté un comportement similaire de la temgupotassium dans la seve du goyavier
Psidium guajava Let d’autres arbres fruitiers. lls attribuent &cibissance initiale du K a la
formation foliaire ainsi qu’a la formation du frwet plus tard, la croissance en K et en Ca au
début d’'une nouvelle phase de croissance de laepl@endileset al. 2004). En effet le
potassium joue un role vital dans une large pastpiecessus biochimiques et biophysiques
de la plante. C’est un transporteur de chargesmigsile capable de neutraliser les effets de
charge des anions. Il joue également un rdle impbrdans l'activation de systemes
enzymatiques ainsi que dans le transport memberarsicune différence significative n’a été
observée dans les concentrations en sodium et siagndout au long de la période de
production. Les concentrations de ces élémentsrestées respectivement égales a 116 + 25
et 72 + 9 mg.L*. Les cendres contiennent également des tracesrd@ & mg.[*), de Zinc
(0,8 mg.L"), Cuivre (0,3 mg.L!) et manganése (0,3 m@L Bien que la présence d’acide
ascorbique ait été rapportée dans I'aguamiel (Gtawt al 1945; Granados-Sanchez 1993),

ce composé n'a pu étre mis en évidence dans nastitdns en raison vraisemblablement de
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sa dégradation au cours du transport, et/ou de ssockage (congélation/décongélation
multiples). Aucune précaution n’a en effet étégris a vis des phénomeénes oxydatifs.

B. IDENTIFICATION ET QUANTIFICATION DES ACIDES AMINES

Les concentrations en acides aminés (AA) libressdas différents échantillons
d’aguamiel au cours de la période de production spportées sur la Figure 19. A partir de
ces analyses, la quantité d’AA libres a été estitn8e g.L . Il est intéressant de préciser que
tous les AA essentiels sont présents dans I'aguariexception de la méthionine dont on
observe la présence a un tres faible pourcentagéngnde 0,01% de la matiére seche)

uniquement dans I'échantillon collecté 4,5 moisapge début de la production.
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Figure 19 : Concentration des différents acides amés libres dans I'aguamiet’A. mapisagaau cours de la
période de production.* GABA (acide y-amino-butirique n'a été quantifié que dans le derier échantillon
obtenu).

En ce qui concerne la composition en AA libres,usecdifférence significative n'a
été observée au cours de la période de produclierception des concentrations en arginine
(ARG), acide aspartique/asparagine (AS) alanine (ALA) qui ont diminué de facon

continue entre le premier et le dernier prélevement
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La disparition de ces AA de I'aguamiel s’expliqueifement par le fait qu'il s’agit
d’AA impliqués dans les différentes voies du métainoe de la plante. En effet I'alanine se
transforme par simple transamination @keto pyruvate, un composé a lintersection de
différentes voies métaboliques. En présence d'waatijé suffisante d’oxygene, ce compose
est converti en acétyl-coenzyme A, intermédiairengipal du cycle de Krebs mais si
I'oxygéne manque, le pyruvate est converti en tactBe la méme facon, I'acide aspartique
est un analogue de I'oxaloacetate qui est ausgitarmédiaire du cycle de Krebs. En ce qui
concerne l'arginine, cet AA est un précurseur daggmines qui sont de petits régulateurs de
croissance polycationiques impliqués dans un trésndy nombre de processus de
développement et de croissance des plantes (Baazketral. 1994).

A coté de ces AA trés connus, un pic inconnu a iéEntifié dans nos
chromatogrammes comme étant de I'agremminobutyrique (GABA). Cet AA n’est jamais
rencontré dans la structure des protéines maistitrés largement répandu dans le regne
végétal méme si sa concentration est généraleraiiai fvariant de 0,03 a 2,00 umal.de
matiere fraiche (Shelpt al. 1999). Dans nos échantillons, la concentratiorG&BA est
estimée & 0,25 pmol.riLsoit 26 mg.[* d’aguamiel. La synthése de GABA est généralement
induite par différents stress incluant le froidckaleur de méme que la pluie, le vent etc... |l
n'est donc pas étonnant que ce composé se retdang 'aguamiel, un jus issu de plantes

soumises a des conditions climatiques contrastées.

L’acide y-aminobutyrique est connu comme étant le principalirotransmetteur
inhibiteur du systéme nerveux sympathique. Il jedgalement un rble sur le systéeme
cardiovasculaire. Inouet al. (2003), ont rapporté que la consommation de seulefremg.]

! de GABA pendant 12 semaines a un effet positilauéduction de la pression sanguine de
patients hypertendus alors qu’elle ne produit aweftet chez les patients dont la pression est
normale (Inoueet al. 2003). Toutefois, méme si 'aguamiel peut étrastdéré comme une
boisson « fonctionnelle » c’est-a-dire bénéfiquéa santé, sa concentration en GABA, de
I'ordre de 26 mg.L, est trop faible pour qu'il soit économiquementitable d'utiliser ce jus
comme matiere premiere pour un procédé de puiificate GABA.
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Indice de réfraction relatif

C. CARACTERISATION DES FRUCTANES DE L 'AGUAMIEL

La teneur en sucres de nos échantillons d’aguavaigé de 5 a 18 gt et le DP
moyen des fructanes calculé a l'aide de I'équakidn(cf § chapitre 2.11.D.1) est de I'ordre de
4. Or Martinez del Campo Padilla (1999) a rapptat@résence de 8 & 17 g.He FOS et
d’'inulines de DP compris entre 4 et 31 dans l'ageard’Agave atrovirensune espece
d’agave pulquéro proche de celle utilisée ici.dugs a donc paru indispensable de mettre en
ceuvre des méthodes d’'analyses plus spécifiques qamactériser la fraction glucidique de

notre aguamiel.

1. Distribution des Mw des polysaccharides présentians I'aguamiel

La chromatographie d’exclusion stérique permet @piv le profil de distribution en
masses molaires des polysaccharides. Un échandilfmguamiel et d’inuline de chicorée du
commerce Chicorium intybus)sont injectés successivement sur 2 colonnes disixai
stérique Shodex et les profils chromatographiquagsnus sont présentés Figure 20. Afin
d’estimer la masse molaire des polysaccharideseptgsles colonnes sont préalablement
calibrées avec des standards de pullulanes de snasdaires connues (chapitre 2.11.C.2)

16

12 14 18 20 22
Temps d’élution (min)
——Aguamiel — Inuline de chicorée A Mw pullulanes (kDa)
Figure 20: Profils obtenus par chromatographie d'&clusion stérique sur colonne Shodex des

macromolécules isolées a partir d’Aguamiel et delhuline de chicorée.
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On constate que les macromolécules solubles dadfaggl se distribuent de facon
hétérogéne sur tout le chromatogramme mais on peitre en évidence trois pics
majoritaires. Le premier pic est élué entre 134e8 Imin et correspond au volume d’exclusion
des colonnes Shodex soit une masse molaire moygar®04 kDa, (calculé a l'aide de
I'équation 2,3, cf chapitre 2.11.C.2). Le deuxiemie est élué entre 14,8 et 16,5 min (Mw =
114 kDa), tandis que le troisieme est élué entr® &619,5 min avec un maximum a 18,9 min

soit une Mw moyenne de 3,7 kDa.

Le profil d’élution de l'inuline de chicorée du comerceest plus simple et ne met en
évidence gu’un seul pic élué a 19,82 min. Cettéirieyprésente une masse molaire moyenne

de 1,4 kDa, ce qui correspond a un DP moyen de 8,5.

Sur la base de ce profil, 'aguamiel semble contdas fructanes de tres haut poids
moléculaire. Or d’apres la littérature, les fruegtsrvégétaux ont un DP maximum d’environ
60 a 80, ce qui correspond a une masse molairenmaxithéorique de I'ordre de 13 kDa
(Roberfroid 2005; Van De Wielet al 2007). Par conséquent il est vraisemblable que la
fraction de haut poids moléculaire mise en évideletene correspond pas a un pic de
fructanes. Pour veérifier cette hypothése et idemtifa nature des différentes familles de
polysaccharides présents, nous avons entreprispugpurification des macromolécules
d’aguamiel sur une autre colonne d’exclusion sterig savoir une colonne Superdex 30 dont

le domaine de fractionnement est inférieur & 10.kDa

2. Fractionnement des fructanes sur colonne de Sugex 30

Les macromolécules d’'un jus d’Aguamiel sont injestéur une colonne Superdex
30, le profil d’élution est présenté dans la Fig@de La présence de sucres est mise en
évidence par des tests au phénol sulfurique. Athdractions développant une coloration
caractéristique de la présence de sucres, sorgct@ds et leur composition glucidique

déterminée.
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Indice de réfraction relatif

35 55 75 95 115
Temps d’élution (min)

Figure 21 : Séparation des polysaccharides du jus d’aguamiel pahromatographie d’exclusion stérique
sur colonne Superdex 30.

a. Analyse de composition

Les quatre fractions obtenues sur Superdex 30tény@philisées et soumises a une
analyse de composition selon le protocole décritlaapitre 2.11.C.4. Les sucres identifiés

dans chacune des fractions sont exprimés en % ma@gsont présentés dans le Tableau 12.

Tableau 12: Composition en % molaire des quatre fictions polysaccharidiques obtenues par
chromatographie sur Superdex 30

% Molaire
Fraction 1 2 3 4
Arabinose 1 0,8 0.4 0,2
Mannose 1,3 2.7 3,6 23,8
Glucose 97,7 96,5 96 76

Ces résultats montrent que les deux premiéresdracfpics 1 et 2) sont composées
a plus de 95% par du glucose tandis que la fradtiest composée de 24 % de mannose et de
76 % de glucose. La présence de mannose résulsemtalablement de la dégradation des
résidus de fructose. En effet, lors de I'étape €éduction aprés I'hydrolyse acide des
échantillons, la fonction cétonique du fructoseréduite en proportion égale en mannitol et

glucitol (Figure 22).
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CH,OH CH,OH CH,OH

— H —t— OH HO——H
HO——H HO——H | HO——H
H —— OH H —— OH H —— OH
H—— OH H—— OH H—— OH

CH,OH CH,OH CH,OH

| Fructose fappgll  Gluciol g Mannitol |

Figure 22 : Réduction du fructose en glucitol et manitol

Par conséquent, l'identification de mannose dansolaposition glucidique de la
fraction 4 suggere la présence dans cette frad®rfructose libre, mais également de
saccharose et de structures de type fructanesisamrde la présence de glucose. Toutefois
I'excés de glucose dosé (+50%) par rapport au namnnwntre qu'’il y a également présence
de composés glucidiques riches en glucose.

Afin d’identifier la nature des structures polydaagdiques présentes dans la
fraction 1, 10 pl d’amyloglucosidase (solution a @ités diluée 50 fois) ont été ajoutés a
1mg de la fraction 1 dilué dans 250 ul de tampoétae 50mM pH 4,8. Le mélange est
incubé pendant 18 heures a 50°C. Aprés injectionmdlange incubé, on observe une
diminution de 50% de la hauteur du pic de haut oitbléculaire parallélement a une
augmentation du pic de faible poids moléculaire. r€sultat confirme la présence d'un

polymére de type amidon dans I'aguamiel avec udgpmioléculaire apparent élevé.

b. Analyse de structure

La réaction de méthylation permet de déterminerncha@inement des
monosaccharides entre eux, et ainsi d’obteniri@soins glycosidiques de chaque sucre au
sein du polysaccharide natif. Nous avons utiligg&uline de chicorée et de I'agavine (poudre
FRUCTAGAVE - PR-95) pour réaliser nos témoins dehylétion. Les analyses de structure
ont été réalisées sur les fractions 1 et 3. En,afi€me si la fraction 4 est la plus riche en
fructose, il est probable, compte tenu de la sp#éf de la chromatographie réalisée
(séparation sur la base du poids moléculaire),cgtte fraction contienne essentiellement des

FOS de faible DP et du saccharose en plus du fectd du glucose libres. Les résidus
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mannose présents dans la fraction 3 proviennestgiitement de structures de type fructanes.

Les résultats d’analyse de structure sont préseatésle Tableau 13.

L’inuline de Chicorée est un fructane linéaire adss liaisong3(2- 1) entre les
unités de fructose et le glucose (constitutif detdécule initial de saccharose) est en position
terminale. Dans le Tableau 13, le fructose li@gh- 1) est présent sous la forme de 3,4,6-
Glc et de 3,4,6-Man et le glucose terminal esttifiérsous la forme de 2,3,4,6-Glc. Aprés
méthylation et hydrolyse acide pendant I'étape @éduction, les éthers méthyligues du
fructose vont étre réduits en proportion égale teré partiellement méthylés acétylés de

mannose et de glucose.

Tableau 13 : Analyse des liaisons glycosidiques désctions polysaccharidiques ( 1 et 3 ) isolées rsu
Séphadex 30 a partir de I'aguamiel et ainsi que dek de témoins agavine * (FRUCTAGAVE PR-95) et d’
inuline ** de chicorée.

Ether Liaison % Molaire

glycosidique Aguamiel F1| Aguamiel F3 Agavine* | Inuline**
2346 Glucosg  Term Glcp 19,3 12,1 15,3 17,1
234 Glucose 1-6 50,4 - 18,6 -
346 Glucosq - 2)Fruc(l - 6,6 5,1 12,5 45,2
236 Glucose 1-4 6,4 16,3 - -
24 Glucose 1-36 - 7,3 - -
23 Glucose 1-.26 - 5 - -
134 Glucosdq - 2)Fruc(6 - 1,6 - 12,4 7
34 Glucose| - 2)Fruc(1,6 - 3,5 - 5.8 )
346 Mannos¢ - 2)Fruc(l - 11,8 7,4 18,1 27,6
34 Mannosg - 2)Fruc(1,6 - - - 3,9 -
234 Mannosg 1-6 - 45,5 - -
134 Mannos¢ - 2)Fruc(6 - 1,9 - 13,3 3

Les fructanes de type agavine sont constitués earctaines de fructose liées en
B(2- 6) attachées au résidu fructose du saccharosar eep chaines de fructose liées en des
liaisons B(2-1). Les liaisons entre les résidus fructoses somic dde typep(2-1) et/ou
B(2-6). Ces fructanes possedent de nombreux branchemeotamment du fait de la
présence de résidu de glucose interne. Les friergi2 - 6) sont caractérisés par les éthers
suivants 1,3,4-Glc et 1,3,4-Man, les chaines detdee lié er (2- 1) sont identifiés dans le
tableau par le 3,4,6-Glc et le 3,4,6-Man (12,536 Iespectivement). Le 3,4-Glc et le 3,4-
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Man (5,8 et 3.9 % respectivement) représenterruleidse de branchement des deux chaines
de fructose efi(2- 1) etp(2- 6). La présence de 2,3,4-Glc dans I'analyse de yiatibn de
I'agavine indique bien la présence du résidu deagla interne subsitué en 6 par une chaine
de fructose comme décrit par Mancilla-Margalli epkz 2006.

Dans le Tableau 13 est aussi reporté l'analyse lidésons glycosidiques des
fractions polysaccharidiques isolées a partir dguamiel. Par comparaison, nous pouvons
identifier la présence de 2,3,4,6-Glc, de 3,4,6-&lde 3,4,6-Man, qui semble indiquer la
présence de structure de type inuline dans I'agela@n identifie aussi en trés faible quantité
les éthers suivants 1,3,4-Glc et 1,3,4-Man (1,6,2t% respectivement), caracteéristiques des
chaines de fructose €(2-6) présent dans les agavines. Ceci indique que Bafss
d’aguamiel, il y a des fructanes de type inulinereplus faible concentration des fructanes de
type agavine mais les fractions polysaccharidiquagant pas été purifiées, il est difficile
d’obtenir la structure précise des agavines présdahs le jus d’aguamiel. L'objectif du
travail étant de mettre au point un procédé mendarampour enrichir en composés d’intérét
de I'aguamiel, nous avons décidé de ne pas frawtioet purifier les polysaccharides et de ne

pas caractériser de maniére fine les structurefuleanes présents dans ce jus.

3. Vérification de la présence de fructanes.

La présence de fructanes a été mise en évidendéapalyse de composition mais
elle a également été confirmée de facon indireatdgpmise en oeuvre d’une inulinase isolée
a partir dAspergillus niger(Fructozyme L Novozymes). 10 pL.mLd'inulinase ont été
ajouté a de I'aguamiel dilué 10 fois dans un tampogtate 100 mM (pH 4,7). Le mélange est
incubé a 50°C pendant 12h sous agitation puis porébullition pendant 10 min afin de
stopper les réactions enzymatiques. Une aliquoteetie solution a été prélevée en vue
d’analyses puis le reste de la solution a été se@mine nouvelle hydrolyse par I'ajout de 10
uL.mL* d’amyloglucosidase. Le mélange a été maintenu°& 5@us agitation pendant 12
nouvelles heures. La réaction est de nouveau stopgéchauffage a 100°C pendant 10 min
et une nouvelle aliquote de la solution est prédgwdur analyses. La présence des fructanes a
été determinée qualitativement par chromatograpigeide d’échange d’anions haute
performance (CLEAHP) selon le mode opératoire tiécrichapitre 2.11.C.3.a.

Les profils de chromatographie ionique obtenus twtnaprés hydrolyse par

I'inulinase et I'amyloglucosidase sont présenté@giFe 23.
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Figure 23 : Profils CLEAHP avec une détection ampémétrique pulsée de I'aguamiel d’A. pulquéro sur
systeme Dionex avant et aprés hydrolyse enzymatiquear de linulinase et par de linulinase + de
I'amyloglucosidase. La colonne est calibrée avecslstandards, F= Fructose; K= Kestose; N= Nystose.

Le profil CLEAHP de I'aguamiel non hydrolysé (FiguR3A) met en évidence la
présence de plusieurs pics qui disparaissent ler¢'ajout d’inulinase (Figure 23B). La
présence dans I'aguamiel de fructanes de typenmdst donc confirmée. De plus, on peut
affrmer que presque tous les pic élués aprés 26 sant des fructanes puisqu’ils
disparaissent pratiquement tous lors de I'ajoutudinase. Aprés ajout de I'amyloglucosidase,
une nouvelle dégradation de pics est visible (Eig28C). Cela confirme la présence de
gluco-oligosacharides. Les pics toujours visiblpséa les deux étapes d’hydrolyse (Figure
23C) peuvent correspondre a des fructanes fortetmemichés impliquant des résidfs
fructofuranosyl reliés par des liaisofis(1—2) et p-(2—6), décrits dans la littérature sous
I'appellation d’agavines et dont la présence arapportée dans plusieurs especes d’agave
(Lopezet al.2003; Mancilla-Margalli et Lopez 2006; Waleckkal 2008).
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4. Polydispersité des fructanes

Afin d’étudier une éventuelle évolution dans la gasition en fructanes au cours de
la période de production, les profils CLEAHP deffédéents échantillons d’aguamiel sont

compares dans la Figure 24.
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Figure 24 : Profils CLEAHP avec une détection ampé&métrique pulsée de I'aguamiel A. pulquéro en
fonction de la date de collecte.

Les profils indiquent que I'aguamiel d’A. pulquérenferme majoritairement des
FOS dont le DP est faible (de 3 a 6) ainsi queaildds quantités de FOS de DP compris
entre 7 et 10. Aucun pic significatif correspondandes DP supérieurs & 10 n’a été mis en
évidence. Si I'on compare les échantillons entrg, eun’est pas possible de mettre en
évidence des différences significatives. La dater@lte ne semble pas influer sur la
polydispersité des fructanes. Toutefois, le profitenu avec I'échantillon collecté 3,5 mois
aprés le début de la production laisse devinertdess de fructanes de DP plus élevé. Ce
résultat est a mettre en relation avec les obsensafaites lors de I'analyse des sucres. La

concentration en fructose de cet échantillon étgitificativement plus faible.
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A la vue de ces résultats, il apparait que I'agehihA. mapisaga,que nous avons
étudié ne renferme pratiquement pas d'inuline. Or desau&vprécédents ont rapporté la
présence d’inuline dans I'aguamielAd’ atrovirens une variété proche deAl mapisaga
(Martinez Del Campo Padilla 1999). L’absence diinelpourrait étre due a une hydrolyse de
ces structures lors de la collecte ou avant lekatpe a -18°C de ces échantillons. En effet la
présence dans I'aguamiel d’'une souch&tlg/veromyce sp hyperproductive d’inulase a été
rapportée par (Cruz-Guerreret al 2006). La présence de ce type d’enzyme dans nos
échantillons expliquerait ainsi pourquoi on n’yroeive pratiguement pas d’inuline mis a part
I'échantillon collecté aprés 3,5 mois pour lequed tonditions de collecte auraient pu étre
moins favorables a I'hydrolyse.

Pour confirmer cette hypothése, la recherche dimesyendogénes a été réalisée en
suivant le protocole décrit dans le chapitre 2.R.CDe I'aguamiel a donc été ajouté a une
solution d’'inuline de chicorée, une premiere altgude cette solution a été immédiatement
chauffée a 100 °C pour inactiver les éventuellesymes correspondant a un « blanc » (A).
Une deuxiéme aliquote correspondant a un «temd¢B)»a été chauffée dés I'addition de
I'enzyme puis incubée 110h a 50°C, le reste deolatisn n'a été chauffée qu’'aprés 110h
d’incubation & 50°C « Test » (C). Les profils CLERHle ces 3 solutions sont comparés sur

la Figure 25.

Tout d’abord on constate que les profils CLEAHP ldanc (Figure 25A) et du
témoin (Figure 2B) sont similaires. L'incubation a 50°C pendant 11@a eu aucune
incidence sur la composition de I'échantillon. leegymes éventuellement présentes ont donc
bien été inactivees par le chauffage initial desdéution. Par contre si I'on s’intéresse au
profii CLEAHP du test (Figure 25), on constate d’importants changements. L'impagan
des pics de fructanes a été réduite alors queidescprrespondant aux monosaccharides sont
augmentés. Ces résultats confirment que les frastda haut DP (inuline) ont été hydrolysés
par les enzymes présentes dans 'aguamiel. Ceth®lige a été confirmée par des analyses
de sucre a l'aide du kit enzymatique Boehringer.cOmstate que la composition en sucre du
blanc et du témoin sont équivalentes. Par congedacentrations en fructose et glucose du
test sont respectivement augmentées de 33 et 208istgue celle du saccharose a été
diminuée de 4,5%. Ce dernier résultat confirmerksg@nce d’inulinase et d’invertase dans

nos échantillons d’aguamiel. Ces enzymes toujociiges aprés plus de 5 mois de stockage a
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-18°C peuvent provenir de la plante elle-méme rpaisvent également avoir été sécrétées
par les micro-organismes présents dans 'aguamégitd’addition de NaB|
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Figure 25: Profils CLEAHP d’'une solution d'inuline de chicorée préparée dans de I'aguamiel d’A.
pulguéro. A): “blanc”, B) : “témoin”, C) : “Test”. La réponse relative du détecteur a été amplifiée 1dis
aprés 40 min d’élution. (G= Glucose; F= Fructose S= Saccharose; K= Kestose; N= Nystose).

En raison de ces hydrolyses non contrélées, leenanpolysaccharidique de nos
échantillons d’aguamiel est certainement difféntelui qu’il était lors de leur collecte. Par
conséquent, si I'on souhaite récupérer des frustaleeDP élevés a partir d’aguamiel, il est
conseillé de prévoir un traitement d’inactivatiodéquat pour éviter toute dégradation
enzymatique post-récolte.

D. CONCLUSION
En résumé, malgré quelques petites variations,olaposition de I'aguamiel est

stable tout au long de la période de productione domposition moyenne peut donc étre
définie (cf Tableau 14).
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L’absence de variabilité dans la composition deecenatiere premiere devrait
faciliter la commercialisation a I'échelle industté sous forme de boissons. Cela permettrait

de maintenir et valoriser la culture des agaves tEsrégions semi-désertiques du Mexique.

Tableau 14 : Composition moyenne de I'aguamiel d'gave pulquéro.

% (Base séche) Moyenne
Fructose 32,4 £ 3,9
Glucose 26,5 + 2,7
Saccharose 8,8 +6,5
Fructo-oligosaccharides 10,2 £ 5,7
AA libres 0,26 + 0,05
Protéines 3,0 £+0,6
Cendres 3,3+0,8

Toutefois, étant donné les faibles concentrations@nposés d’intérét, la rentabilité
economique d’'un procédé de purification de fructapar technologie membranaire a partir
de cette matiére premiére risque d'étre limitéendus a donc paru opportun de nous
intéresser a une autre source de fructanes a dagoaceurs d’agave. La caractérisation de

cette nouvelle matiére premiére fait I'objet dupmlr@ suivant.
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. CARACTERISATION DES FRUCTANES EXTRAITS DU COEUR ET DES
FEUILLES D'’AGAVES

Si la présence de structures de type fructanes ldansceurs d’agavé\@ave. vera
cruz, Agave tequilana et Agave americaaaléja été rapportée de maniere sporadique depuis
1950, c’est en 2006 que Mancilla-Margatial ont publié la structure détaillée des fructanes
présents dans les agaves et notammAgale tequilanaAu démarrage de ce projet de thése
(Mars 2005), aucune publication ne donnait la cositipm et la structure des fructanes
extraits du cceur d’agave pulquéro. Nous avons e@otr@pris une démarche d’extraction et
de caractérisation partielle des fructanes dansétdmntillons d’agave pulquérddave

mapisaga en utilisant les fructanesAljave tequilanzomme témoins.

A. EXTRACTION DES FRUCTANES A PARTIR DU CEUR ET DES FEUILLES
D’ AGAVE PULQUERO.

Les fibres du cceur et des feuilles d’agave pulg(€igure 26) ont été utilisées pour
I'extraction des substances solubles dans I'eauxantes a différents stades de maturité
ont été choisies, une plante en début de produpiante A) et une seconde plante en fin de

production d’aguamiel (plante B).

D)

Figure 26 : Photo d'agave pulquéro Agave mapisagg (A), d’échantillons de feuilles (B) et de cceuid-D)
de la plante.
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Figure 27 : Extraction de la fraction soluble dand’eau du cceur et des feuilles d’agave pulquéro.

Le protocole d’extraction suivi est détaillé surHmure 27. La matiére végétale a
extraire est broyée en présence d'eau puis por&# @ pendant 15 min pour éviter toutes
dégradations ultérieures des fructanes par lesvezgndogenes.

On a ensuite procédé a une précipitation des fiastgar de l'alcool selon la
méthode décrite dans le chapitre 2.1.B.2. Les subbtenus sont lyophilisés et stockés en vue
d’analyses. Les rendements d’extraction des frestale haut DP exprimés en g de produit
lyophilisé par kg de fibre, sont présentés darfaldeau 15.

Tableau 15: Rendements d’extraction des fructarseobtenus par précipitation a I'éthanol a partir des
échantillons du cceur et feuilles d’agave pulquéroA) au début et B) aprés production d’aguamiel.

Fructanes haut DP (g.kg -1)
A B
Feuille 9,6 7,7
Coeur 21 8,5

En début de production d’aguamiel, la teneur entémes de I'agave est deux fois
plus importante dans le coeur (21 g'kgue dans les feuilles (9,6 gRg alors qu'en fin de
production, ces concentrations sont trés similatesgales respectivement & 7,7 et 8,5.kg

pour les feuilles et le cceur d’agave pulquéro.dduction de la concentration en fructanes du
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cceur d'agave en fin de production d’aguamiel appatamme logique et résulte de

I'extraction continue et sur une période de plusiemois d'un jus riche en sucres et FOS
(voir section ). Si le rendement obtenu semble &tés faible en comparaison de celui
rapporté par Waleckt al.en 2008 pour'Agave tequilana260 g de fructanes de DB par

kg de fibres), il est comparable aux valeurs dosngar Martinez Torres en 2007 qui

mentionne une concentration de 9 & 22 g.Kg fructanes extraits & partir des fibres de
feuilles dAgave atrovirens(variété d’agave pulquéro aussi utilisée pour tadpction

d’aguamiel).

B. COMPOSITION DES PRECIPITES OBTENUS A PARTIR DES FEUILLES ET DU
COEUR D’ AGAVE PULQUERO

Les concentrations en oses neutres des solutésesoldans I'eau et précipitables a
I'alcool obtenues a partir des feuilles et du cafagave pulquéro sont présentées dans le
Tableau 16. On constate que le fructose (idertfi® des analyses sous forme de mannose et
de glucose) est le sucre majoritaire des fractexigites des feuilles d’agave pour les deux
états de maturité. Ces fractions renferment égalerd@utres sucres et en particulier du
xylose, de I'arabinose et du galactose dont lagoées a déja été signalée dans les extraits de
bagasse #&gave tequilangAlonso-Gutierrez 2005). Ces sucres pourraient gmovd’'une
hydrolyse partielle des polysaccharides pariét&mxce qui concerne les extraits obtenus a
partir du cceur d’agave, on constate qu’ils son$ piches en arabinose et en galactose que les
feuilles, et ceci pour les deux stades analysés.sGeres provenant d’hémicelluloses ont été
également identifiés dans les bagassd®dave tequilana W. cv azet en particulier lors de
la cuisson du cceur d’agaves pour I'extraction aidha

Tableau 16 : Composition glucidique des précipitésxtraits a partir des échantillons du coeur et feuigs
d'agave pulquéro : A). au début et B) aprés produdébn d’aguamiel.

Echantillon % molaire
Arabinose Xylose Mannose Galactose Glucose
Feuille A 12,4 6 47,7 12,2 21,7
Cceur A 20,2 3,9 23,5 24,2 28,2
Feuille B 12,7 4,6 41,1 15,8 25,8
Cceur B 16,5 6,6 32,8 21,3 22,8

104



Chapitre 3 RESULTATS ET DISCUSSION |l.- Caractérisation de fructanes d’agave

C. DETERMINATION DU PROFIL DE DISTRIBUTION DES MASSES M OLAIRES DES
FRUCTANES EXTRAITS A PARTIR DU COEUR ET DES FEUILLE S D' AGAVE

1. Agave pulquéro

Chacune des quatre fractions de fructanes isol&eggemment a partir du cceur et
des feuilles d’agave pulquéenété analysée en chromatographie d’exclusiomgs&(CLHP-
SEC ) sur colonnes Shodex. Les profils chromatddgaes obtenus sont présentés sur la
Figure2s.
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Figure 28 : Profils des extraits de fructanes isék a partir des feuilles et du cceur d’agave pulquérA) au

début et B) aprées production d’aguamiel obtenus pa€CLHP d’exclusion stérique sur colonnes Shodex.

On constate que les profils de distribution dessessnolaires sont différents selon
I'origine de la matiere premiére (feuille ou coedi)ne part et d’autre part que ces profils
évoluent au cours de la maturation de I'agave. fiat,een début de production les feuilles
présentent un pic majoritaire (Masse moléculait§ ® kDa) avec un épaulement conséquent
correspondant a une famille de fructanes de mas¢armplus faible (temps de rétention de
21min, Masse moléculaire 0,278 kDa). En ce qui eome les fructanes du coeur d’agave pris
au méme temps de production, on ne retrouve quéwh @ic correspondant a une Masse

moléculaire égale a 0,611 kDa.
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Dans les feuilles d’agave prises en fin de produacfFeuille B), le pic majoritaire a
de masse moléculaire 0,575 kDa est toujours présaig I'épaulement a disparu. On ne
retrouve plus a ce temps de production de fructaleeplus faible masse moléculaire. Par
contre on constate que ce pic est apparu dansofd phromatographique des fructanes
extraits du coeur d’agave. Ce profil présente umpmagoritaire correspondant a des fructanes
de masse moléculaire moyenne de 0,617 kDa et wmdqaic (épaulement) correspondant a
des fructanes de masse moléculaire moyenne de RIB3Pour expliquer ce phénomene, on
peut émettre I'hypothése que la plante au courdadenaturation et de I'exploitation de
'agave, mobilise ces fractions de plus faible D&umprépondre au stress engendré par
I'excision du cceur de I'agave. Elle stockerait aldans le coeur d’agave les fractions de plus
faible masse produites par les feuilles au débuia geoduction d’aguamiel. La migration des
fructanes des feuilles vers le cceur s’accompagae cértain nombre de phénomenes. Les
feuilles changent de couleur et s’inclinent versséé en se séparant du cceur. Ce dernier
change lui aussi, il se desséche et la productamgudmiel chute.

La mise en évidence de la présence de fructanes ldaoceur d’agave en fin de
période de production d’aguamiel est intéressdflite.fournit aux agriculteurs une nouvelle
voie de valorisation des coeurs d’agave apréesdeploitation pour la production d’aguamiel

améliorant ainsi les revenus potentiels de la caililagave pulquéro.

On remarque aussi dans les profils présentés sufigare 28, la présence de
polysaccharides de haute masse molaire (45,7 kI2é3 en tres faible concentration par
rapport a la concentration des fructanes et dagsyrésents dans les extraits. Il est possible
gue cela corresponde aux structures polysacchaasigie haute masse molaire identifiées
dans I'aguamiel. Ces polysaccharides ne corresprmies a des fructanes, ils devront étre

éliminés lors de I'étape de clarification préalatlx étapes de fractionnement.

2. Agave tequilana

Afin de comparer le contenu glucidiques dégaves tequilanat pulquérg les
fructanes des feuilles et du ccedtAgave tequilanaont été isolés et analysés en
chromatographie d’exclusion stérique sur colonnlked8x. D’aprés les profils obtenus et
présentés sur la Figure 29, les fructanes isol@arir du cceur et des feuillesAdjave
tequilanaont des masses moléculaires plus de deux fois isupgs a celles des fructanes

d’agave pulquéro. Les masses moléculaires moyesorggespectivement égales 1,49 kDa et
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a 1,56 kDa pour les fructanes des feuilles et durc@es valeurs sont tres proches de celle
trouvée pour l'inuline des richauts de Jerusalerdont la masse moléculaire moyenne est
égale a 1,61 kDa (Inuline de DP>10 exempte de FOS).
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Figure 29 : Comparaison des profils de distributio en masse obtenus par chromatographie d’exclusion
stérique sur colonne Shodex des extraits de fructes isolés a partir des feuilles et du coeut’Agave
tequilanaet d'inuline d’Artichaut de Jérusalem

D. POLYDISPERSITE DES FRUCTANES : MISE AU POINT D’ UN GRADIENT EN
CHROMATOGRAPHIE D 'ECHANGE D’ ANIONS.

La caractérisation des fructanes par CLHP-SEC slanoe Shodex nous a permis de
deéfinir la distribution des masses molaires destémes extraits, mais cette technique ne
permet pas de séparer de facon suffisamment fsné&detanes sur la base de leur degré de
polymérisation (DP). Or si nous envisageons le tivaoement des fructanes par des
techniques membranaires, il est nécessaire desdisgbune technique d’analyse plus fine
permettant d’évaluer I'efficacité d’une étape dedtion. Nous nous sommes donc intéresses
a la chromatographie liquide haute performancehdigge d’anions (CLEAHP) sur systeme
Dionex avec une détection ampérométrique pulséete @Gechnique permet de séparer les

oligosaccharides en fonction de leur degré de péfigation. Nous avons donc étalonné notre
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colonne (CarboPac PA100) d’échange d’anion avdtrdaine de chicorée ou d’artichaut et
avec de l'agavine isolée a partirAdjave tequilanafournie par la Société Agaviotica
(FRUCTAGAVE PR-95). Les profils caractéristiques pelydispersités de linuline de

chicorée et des agavinesdtequilana(4 g.L™") sont présentés dans la Figure 30.
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Figure 30 : Profils de distribution obtenus par CLEAHP avec une détection ampérométrique pulsée pour

les agavines dAgave tequilaneet I'inuline de Chicorée dans les mémes conditiorte gradient d’élution sur
le systeme Dionex.

L'inuline de chicorée correspond a une seule famik fructanes (polymere linéaire de
résidus de fructose lieés par des liaisf@i2 - 1)). Comme les fructanes présents different
selon leur nombre de résidus fructose, on obtienCEEAHP une parfaite séparation des
fructanes en fonction de leur DP selon une didtionucaractéristique présentée Figure 30. Le
profil obtenu pour I'agavine est différent, il rdypas de séparation entre les oligosaccharides,
on obtient un massif d'oligosaccharides. Ceci digge par la complexité des fructanes
d'agave. L’analyse des liaisons glycosidiques 'd&trait d’agavine fourni par la société
Agaviotica FRUCTAGAVE PR-95 (chapitre 3.1.C.2.b)neontré la présence des éthers de
2,3,4,6-Glc, de 3,4,6- Fruc (3,4,6-Glc et de 3Mdn), de 1,3,4-Fruc (1,3,4-Glc et 1,3,4-
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Man) et de 3,4-fruc (3,4-Glc et 3,4-Man). Il y andades structures de type inuline, lévulane
et graminane branché dans I'extidiifgave tequilanajui nous sert de témoin pour optimiser
la chromatographie ioniquea savoir des fructanes de type inuline, levargmséries, et
graminanes branchés. Toutes ces familles se sugmmpdune a l'autre lors de la
chromatographie CLEAHP sur systéme Dionex ce gud fa séparation beaucoup moins
précise que dans le cas de I'inuline.

L'utilisation de la CLEAHP pour séparer les fruatande type inuline dans la
littérature est abondante (Fariekeal. 2001; L'hommeet al.2001; Corradinet al 2004), mais
la difficulté a séparer I'agavine par CLEAHP a é&@portée récemment dans la littérature
(Waleckx et al 2008). Ces auteurs montrent que la séparatiogadiaes avec un DP
supérieur a 10 est difficile et donne un massif m@nprésenté sur la figure 5. Nous avons
donc réalisé plusieurs essais pour mettre au poingradient d’élution en acétate afin
d’obtenir une meilleure séparation des agavinePBecompris 1-80. Le gradient optimal
obtenu est décrit dans le chapitre matériels ehaodéts (2.11.C.3.c). Il nous a permis de
séparer les agavines par paquets correspondantdegté de polymeérisation moyen. On a pu
ainsi visualiser de fagon plus précise la polydisip& des agavines du cceur d’agave pulquéro
etA. tequilana

a. Polydispersité des extraitddiavetequilana

La Figure 31 confirme que la polydispersité desvengsd’Agave tequilanast plus
grande que celle des inulind#\rtichaut de Jerusalenfyoir Figure 30). Le saccharose (DP2)
et le nystose (DP4) ont été utilisés pour calitgepour identifier les temps d’élution des
sucres et FOS dans notre gradient, alors queihiew’artichaut a été utilisée comme témoin
pour les fructanes de DP supérieur a 10. Les éxtda jusd’Agave tequilanaet le produit
FRUCTAGAVE PR-95 ont présenté un profil de dispansile DP trés similaire, ce qui valide
la méthode d’extraction des fructanes utilisée damcsdre de cette étude.

Le profi CLEAHP des agavines présenté sur la KEgBL met en évidence la
présence de mono et de disaccharides dans lesgpesnt minutes d’élution, les FOS sont
élués entre 15 et 30 minutes et les agavines dd@Bent élués aux mémes temps que les
fructanes de I'inuline témoin soit entre 30 et 8@wtes d’élution. La numération des pics de

I'inuline témoin nous a permis d’attribuer un DP yap aux fractions des agavines séparées,
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cette numération sera utilisée dans toutes lesriexpés de fractionnement des fructanes lors
des essais de séparation sur membranes. Letpakz (2003) ont trouvé un DP moyen des
agavinesd’Agave tequilangapres précipitation a I'éthanol) compris entret29, alors que
Marcilla et al. (2006) ont mentionné un DP moyen de 18 et Waletickl. en 2008 ont
rapporté une valeur de DP égale a 14. D’apresoid @LEAHP présenté sur la Figure 31, on
retrouve parmi les agavinesAgave tequilanades fructanes de DP allant de 10 a 80 par

rapport au temps d’élution de l'inuline témoin.
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Figure 31 : Profils de distribution obtenus par CLEAHP avec une détection ampérométrique pulsée des
agavines extraites a partir du coeurd’Agave tequilanaet de I'inuline d'Artichaut de Jérusalemdans les
mémes conditions de gradient d’élution sur le systée Dionex.
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b. Polydispersité des fructanes extraits du coeur d&@apalquéro

Les fructanes extraits a partir du cceur d’agavejysrb présentent un profil de
distribution différent de celui des agavines issl@epartir du cceur’Aligave tequilanala
Figure 32 montre la présence de pics correspongantipalement a des FOS (temps
d’élution 15-30 min), avec une structure moins ctax@ permettant une meilleure séparation
et une meilleure définition des FOS. On identifi@mlément dans cet extrait, des fructanes de

DP supérieur a 10 mais le RR est de 25.
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Figure 32 : Profils de distribution obtenus par CLEAHP avec une détection ampérométrique pulsée pour
les agavines extraites a partir du coeud’agave pulquéro avant la production d’aguamiel et l'inuline
d’Artichaut dans les mémes conditions de gradient’dlution sur le systéme Dionex.

Ces reésultats expliquent pourquoi lors de l'analglsel’aguamiel, la présence de
fructanes de haut DP n’a pas été mise en évidéDete variété d'agave ne semble pas

produire de fructanes de haut DP.
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E. BILAN

La mise au point du gradient spécifigue en CLEAH®mettant de séparer les
agavines est un outil indispensable pour identiéercaractériser les échantillons de jus
d'agave a traiter d’'une part et pour suivre le smndnt et l'efficacité des procédés
membranaires lors du fractionnement des agaviredre’ part. Cette étape de mise au point
nous a permis aussi de mettre en évidence de gralifiérences entre les especes d’agaves
(Agave mapisaga(pulquéro) et Agave tequilanp et des différences par rapport a la
bibliographie (Lopezet al 2003; Mancilla-Margalli et Lopez 2006; Waleckx al 2008).
Comme les extraits de cceuAdave tequilanaenferment des fructanes présentant une plus
large dispersité (DP de 3 a 80), il nous a pars plkertinent de poursuivre notre étude avec
cette matiere premiére. A partir de ces extraitseia en effet possible de fractionner les
fructanes d’agave en trois fractions : une fractiohe en fructanes de Dp> a 40, une fraction
riche en fructanes de 10<DP<40 et enfin une fragiiche en FOS.
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lll. CLARIFICATION ET FRACTIONNEMENT DES FRUCTANES D’AGAVES
PAR TECHNOLOGIE MEMBRANAIRE.

Intégrer une technologie membranaire au sein dioogqué de purification n’est pas
aussi simple qu’il n’y paraia priori. Il n'est pas possible de se baser sur les seules
informations données par les fabricants de membrpaoer prévoir directement quelles seront
les performances d’'une opération de filtration emcfionnement industriel. Une étude
préalable réalisée a I'échelle du laboratoire susipurs membranes susceptibles de répondre
aux objectifs du procédé, ainsi que des testschdlée pilote s’avérent toujours nécessaires.
Pour garantir le succés de l'intégration d'une étdp filtration sur membranes au sein d’'un
procédé de purification, Estelle Darnon a propasésde cadre de sa thése de doctorat, une
méthode relativement simple comprenant 3 étapexipdles a savoir : dans un premier
temps, I'analyse du procédé et la définition dexcHjgations de la séparation, dans un second
temps lidentification de la membrane adéquate mrfn une étape de modélisation et
simulation pour établir le dimensionnement de tafiation a I'échelle industrielle (cf:
chapitre 1.1V) (Darnon 2001).

Nous avons donc choisi de suivre la démarche péappsur purifier les fructanes
présents dans les jus extraits des coeukgaVe tequilanaPour s’affranchir de problemes
d’approvisionnement en matiere premiére, I'étudétea réalisée en grande partie avec une
solution modele préparée a partir de poudre d'agawiommerciale (Agaviotica PR-95).
Toutefois pour confirmer nos résultats, des essaissolutions réelles ont également été

réalisés.

Par manque de temps, seules les deux premieressé@taga démarche proposée par

Darnon ont pu étre traitées dans le cadre de cailtet sont présentées ci-apres.

A. ANALYSE DU PROCEDE

Cette étape, comme on I'a vu précédemment (cf pitieal.lV) consiste en la
définition des objectifs de la séparation en s’gapiti sur la connaissance de la solution a

traiter d’'une part et sur les spécifications aiathes d’autre part.
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D’apreés les résultats rapportés dans la sectida de chapitre, les jus d’extraction des
coeurs d’agaves contiennent outre des fructanes atsea®s molaires trés dispersées (DP
variant de 3 a 80), des sucres, des protéinesmdesaux et autres impuretés propres aux
extraits végétaux (gommes, fibres insolubles ele )fractionnement et la purification sur la
base de leur masse molaire ne peuvent étre attgirtsgrace a une succession d'étapes
membranaires mettant en ceuvre des membranes filwét®on et de nanofiltration, comme

on peut le voir sur la Figure 33.

Clarification Séparation Séparation Séparation
Jus d’
agave > Sucres
brut
Impuretés Agavines Agavines
haut DP DP intermédiaires

Figure 33 : Proposition de couplage de procédés menanaires pour le fractionnement et la purification

d’agavines et de FOS a partir d’'un extrait de jus but d’Agave tequilana

Aprés une premiére étape de clarification du jodjspensable pour éliminer les
composés macromoléculaires extraits en méme teogpkeg fructanes, on peut envisager une
cascade de filtrations visant a récupérer trotifvas différentes :

une fraction enrichie en fructanes de haut DP
une fraction enrichie en fructanes de DP intermgatia
une fraction ne refermant que des FOS et exempteoth® et disaccharides

Pour garantir la faisabilité économique de ces atrs, il est nécessaire de fixer
pour chacune de ces étapes des spécificationgiadaét en termes de flux et de rétention
et/ou degré de pureté:

» Concernant les flux, ceux-ci devront évidemmene é&s plus importants
possibles et ce, méme lorsque les solutions seardentrées. Ainsi pour le pré-choix des
membranes, nous avons choisi d’éliminer toutesrlembranes conduisant a des flux trop
faibles lorsque le FRV augmente.

* Concernant les taux de rétention et les facteursudeté, les spécifications a
atteindre seront données lors de la discussionré@ghmix des membranes, ceci dans un souci
de clarté.

! La valeur limite de flux dependant de I'opératandiée.
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B. CHOIX DES ETAPES DE SEPARATION MEMBRANAIRES

1. Pré-sélection des membranes pour le fractionnemiedes fructanes

Afin de choisir la membrane la plus adaptée powr étape de filtration, il est
nécessaire de pré-sélectionner plusieurs membgarsegptibles de convenir au procédé. Vu
la diversité des formes des molécules et la digiobh souvent non homogene des pores d’'une
membrane, il convient de choisir un seuil de coapuidéal », inférieur de deux a trois fois a

la taille de la molécule que I'on veut retenir (Zamet Zydney 1996).

De plus, les solutions biologiques sont généralérnemplexes et renferment des
especes chimiques susceptibles d’interagir aveanesbranes. Il est alors intéressant de
tester des matériaux de nature différente qui ymmtmettre de favoriser ou non certaines
liaisons et induire ainsi des changements surube dle perméat et la rétention des espéces.
Nous avons donc décidé d'étudier les performaneemembranes organiques et minérales.
Or, en raison des difféerences de géométrie (plane [gs membranes organiques, tubulaire
pour les membranes inorganiques), les modes opé@satde pré-sélection sont différents.
C’est pourquoi les résultats des tests de préisgeseront rapportés en fonction du type de

membranes étudié.

a. Membranes organiques

La pré-sélection de membranes en filtration tangkatpeut trés vite s’avérer
colteuse en temps, en solution, en membranes..u0g base des résultats rapportés par E.
Darnon, cette pré-sélection peut étre réaliséeltatibn frontale. En effet, cette derniere a
montré que les performances de différentes membralienues en filtration frontale étaient

extrapolables pour estimer les performances atemnen filtration tangentielle.

Ainsi, toutes les membranes organiques pré-sétewies ont été testées en filtration
frontale dans une cellule agitée Ami€oiCes essais ont été réalisés a pression congfante
bar) avec une solution d’agavine préparée a 2% danfeau osmosée. Vu les faibles
volumes mis en jeu (de 50 a 250 mL), il a été bsgil’atteindre pour chague membrane
testée, des Facteurs de Réduction Volumique (FREs compris entre 5 et 10.
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Afin d'éliminer les impuretés et les polymeres @gaihDP présents dans la solution
modele (des composés de masse moleculaire proch® @80 Da ont en effet été mis en
évidence dans cette solution par chromatographéxctlision), une premiere série de
filtration a été réalisée avec des membranes admpelyéthersulfone (PES) provenant de 3
fournisseurs différents et présentant toutes unl skucoupure de 30 kDa. Les flux de
perméation obtenus pour un FRV de 1,05 (qui coomdpent en fait au premier flux
mesurable sur une membrane donnée dans les cosdiErpérimentales testées) sont

rapportés dans le Tableau 17.

Tableau 17 : Comparaison des flux et estimation dgolmatage irréversible lors de la filtration frontale
d’une solution modéle a 2% d’agavines sur des memanes a base de PES 30 kD (FRV 1,05 ; 350 rpm; 2
bar ; 20°C).

Fournisseurs Sartorius Pall Millipore
Membranes PES

Flux (L.h-1.m-2) 85 68 86
sol. agavines 2%

% Colmatage 39 33 60

Les valeurs rapportées dans le Tableau 17 sort atseces (de I'ordre de 70 a 90
L.h"t.m?) mais il faut préciser que les flux chutent traésidement dans les premiéres minutes
de filtration. On observe en effet des pertes denpabilité de I'ordre de 30 a 50% qui
traduisent la mise en place d’'un colmatage des mamb mesuré en fin d’expérience selon

le protocole décrit au 2.111.C.3.

Ce colmatage est toutefois insuffisant pour modifiesélectivité des membranes et
permettre une rétention différentielle des fructarten effet les profils de composition des
perméats et rétentats obtenus avec ces membrangsrésentent pas de différences
significatives. Par conséquent, aucune de ces narebrne peut étre retenue et si I'on
souhaite fractionner les constituants de notre mgé&lail est nécessaire d’envisager une

filtration sur des membranes de seuils de coupuefpibles.

Sur la base des travaux de Laureatzal.(1999), qui ont utilisé une membrane de 10
kDa pour clarifier un extrait d’inuline, de nouveagssais mettant en ceuvre 6 membranes de
10 kDa (cinqg membranes a base de PES et une mesrdbizase de cellulose réegénérée (CR))

ont été réalisés.
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On a constaté, lors de la réalisation de ces egsaides performances étaient tres
différentes selon la membrane testée. On obsenge @iableau 18) que pour des membranes
fabriquées a partir d'un méme polymere (PES) étlaht un méme seuil de coupure nominal
(10 kDa), les flux de perméation mesurés & FRV ¥@fent de 17 a 145 Lm?, soit
encore dans un rapport de 1 a 8,5. Le % de colmataiyersible est aussi trés différent d’'une
membrane a l'autre et on constate méme que la naembda plus perméable présente le
méme % de colmatage (57%) que la membrane la npeimséable. La membrane a base de
cellulose régénérée (CR) présente quant a ellepeldsrmances moyennes en terme de flux
(de I'ordre de 43 L.h.m®) mais le colmatage évalué en fin de test avee ceémbrane est
négligeable (4%). Cela confirme le faible niveaintdraction entre les molécules biologiques

et les surfaces hydrophiles telles que la cellutégénérée.

Tableau 18 : Comparaison des flux et estimation dgolmatage irréversible lors de la filtration frontale
d'une solution modéle a 2% d'agavines sur des memanes de 10 kDa provenant de différents
fournisseurs (FRV 1,05, 350 rpm, 2 bar, 20°C).

Membranes | Millipore Millipore Koch Orelis Osmonic a-Laval
10 kDa CR PES
Flux 43 145 115 63 43 17
(L.h't.m2)
% 4 57 13 24 44 55
Colmatage

Il existe également de grandes différences danprtdds de rétention obtenus avec
les différentes membranes testées, comme on pewirlesur la Figure 34. La membrane a
base de CR est plus sélective que les membranaseade PES. Elle retient les fructanes de

DP>30 a plus de 90% ce qui correspond a un sewibdpure réel de I'ordre de 5kDa.

En ce qui concerne les membranes a base de PES plediormances varient d’'un
fournisseur a l'autre. Les membranes Koch, Oreligvidlipore ne présentent quasiment
aucune sélectivité vis-a-vis des fructanes contedarss la solution modéle. Les taux de
rétention sont tres faibles et ce, quels que sd&snDP considérés. Les membranetaval
et Osmonic sont un peu plus sélectives et présedésnrétentions variables selon le DP. En
fait, on constate dans le cas des membranes PE$a gétention est d’autant plus grande que

le flux de perméation est faible.
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Figure 34 : Profils de rétention des fructanes d'ua solution modele a 2% d’agavines lors de filtratio
frontale sur différentes membranes 10 kDa (FRV 1,05350 rpm,AP 2 bar, 20°C).

D’aprés les résultats présentés ci-dessus, il ajipgue le mode d’élaboration des
membranes joue un réle important sur les perforemme ces dernieres. En effet, selon les
fournisseurs, ce mode de fabrication peut étrediféérent (addition ou non de réactifs lors
de la polymérisation, conditions opératoires dédfées...). Cela va induire au niveau de la
membrane des différences chimiques et physiquess@uraduiront par des propriétés de
surface et des structures différentes. Ainsi, ection de I'état de surface des membranes, on
observera une tendance au colmatage plus granf&tdie la mise en place d’interactions
solutés/membrane. Dans d’autres cas, en raisore ddtmicture plus ouverte, les flux de

perméation pourront étre plus importants.

Pour mieux comprendre les différences de perforemrabservées, nous avons
réalisé des observations au microscope électroragbalayage des tranches de chacune de
ces 5 membranes en PES et de la membrane en CEorfState que toutes ces membranes

sont constituées de deux couches: la premiere eomettroporeuse servant de support et la
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seconde couche beaucoup plus dense et plus ou éyhisse constituant la couche active.
Nous avons choisi de ne présenter sur la Figurgugsles photos des couches actives. Au
grossissement utilisé ici (x1500), il n’est pasgiole de mettre en évidence des différences
de seuil de coupure mais par contre, on peut demnsjae ces couches actives présentent des

structures tres différentes.

Les membranes Millipore 10 kDa-CR;laval 10 kDa-PES, Orelis 10 kDa-PES et
Osmonic 10 kDa-PES, présentent une structure ditedoigts de gant » (Figure 35 A — D).
Sous une fine couche de surface qui apparait densen peut observer des macrovides
allongés. Une telle structure est en principe déstia limiter la résistance hydraulique de la
membrane et a éviter les problemes de colmataggnatdu support. Les membranes
Millipore 10kDa-PES, Koch 10kDa-PES (Figure 35 EF9tprésentent au contraire une
structure d’apparence plus dense, la couche adévia membrane Koch semble méme étre
symeétrique.

Nous pourrions nous attendre a ce que les 4 premigrembranes soient plus
perméables que les 2 dernieres. Or nous obsereamtraire. Les 4 premiéres conduisent a
des valeurs moyennes de flux (de I'ordre de 40 &.60.m™) voir méme faibles dans le cas
de la membrane-Laval 10 kDa-PES (17 L-hm?). De plus, ces 4 membranes sont plus ou
moins sélectives (mis a part la membrane Orelik8-PES) alors que les 2 dernieres
permettent d’obtenir des flux supérieurs a 100 mais ne retiennent absolument pas les
solutés présents.

La sélectivité des membranes repose donc en gnaaxdie sur les propriétés de la
fine couche de surface. En fonction de la taille gderes (non visible ici), des interactions
potentielles entre le matériau et les solutésstdgtés seront plus ou moins retenus pouvant
ainsi générer un colmatage de surface qui enteainee réduction des flux. Il n’est donc pas

possible de prévoir les performances d’'une memlsanta seule observation de sa structure.
A lissue de ces essais de filtration réalisésdars membranes 10 kDa, il apparait

que pour réaliser le fractionnement de fructanemale, le seuil de coupure réel de la

membrane doit étre de I'ordre de 5 kDa. Pour élargs possibilités de choix de membranes,
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A) Millipore 10 kDa-CR B) a-Laval 10 kDa-PES

C) Osmonic 10 kDa-PES D) Orelis 10 kDa-PES

- 4 i B Tt '=':.":.__I

E) Millipore 10 kDa-PES F) Koch 10 kDa-PES

Figure 35: Photos obtenues par microscopie élecimmue a balayage de tranches de membranes
polyméres 10kDa provenant de différents fournissewr (grossissement x 1500).
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de nouveaux essais de filtration ont été réalisés @ membranes a base de PES présentant
un seuil de coupure de 5 kDa (membranes Koch 5RE@-et Millipore 5 kDa-PES) et une
membrane en polyamide présentant un seuil de ceugmB,5 kDa (membrane Osmonic 8,5
kDa-PA). Les flux obtenus pour I'ensemble de toléssmembranes testées sont représentés

en fonction du FRV sur la Figure 36.
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Figure 36 : Evolution des flux de perméat en forimn du FRV obtenus lors de la filtration frontale d’'une
solution modéle d'agavines sur différentes membrarsepolyméres (2 Bar, 20°C, 350 rpm, concentration
initiale 2%).

On constate et ce quelle que soit la membranelegillex de perméat diminue au fur
et & mesure que le FRV augmente. Natatapl. (2008) ont observé un comportement
similaire lors de la concentration d'une solutioe g@olysaccharides et a attribué ce
phénomene au colmatage externe di a I'accumuld#@srpolysaccharides sur la surface de la

membrane au cours de la concentration (Na&raj 2008).
En effet d’apres la littérature, I'évolution dwiXl peut étre divisée en 2 domaines

premier domaine ou on observe un déclin plus oinsfart du flux correspond a la mise en

place des phénoménes de colmatage et en partiquiigeut impliquer un colmatage interne

121



Chapitre 3 RESULTATS ET DISCUSSION lll.-Technelogembranaire

de la membrane. Cette premiére phase n’est pasursugvidente car elle est plus ou moins
rapide et il n’est alors pas possible de mesurgectement le flux. Le second domaine ou le
déclin du flux est moins marqué et résulte de phm@m®s de surface (colmatage éventuel de
la couche de gel) (Mondet al.2000).

La représentation du flux rapporté au flux init{&b de perte de perméabilité) en
fonction du FRV (Figure 37) met en évidence 2 typ@ésolution des pertes de perméabilité

différents, traduisant en fait la mise en placendtalmatage différent.
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Figure 37 : Evolution de la perte de perméabilité Flux/Flux initial) au cours de la concentration en
filtration frontale d’'une solution modéle d’agavines (2 Bar, 20°C, 350 rpm, concentration initiale, 2%

Ainsi, on constate que la perte initiale de fluxplas importante (environ 40%) est
observée lors de la filtration sur la membrane iptite 10kDa-PES (Figure 37) qui présente
le flux initial le plus élevé (145 L’hm?) mais aussi un taux de colmatage irréversible
important (57%) (Tableau 18). Cette perte de fluksp stabilise par la suite, traduit la mise

en place rapide d’'un colmatage irréversible etlstab cours de la concentration.
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Au contraire, dans le cas de la membrane OsmonkDEIPES, la mise en place du
colmatage est progressive, la perte de flux augengmtfacon quasi continue pour atteindre la
valeur de 70% pour un FRYV final de 5. De plus, dématage généré avec cette membrane
présente un caractére moins irréversible (44%Yxaaport a celui obtenu avec la membrane
Millipore 10kDa-PES.

Les évolutions des pertes de flux des autres marabrsont similaires a celles de la
membrane Millipore 10 kDa-PES. On observe une pdéeflux initiale plus ou moins
importante puis une perte continue au fur et a neede la concentration, selon la membrane
testée. Toutefois, on peut noter que les membranémse de cellulose présentent un
colmatage irréversible tres faible (respectivemkrt 7% pour les membranes Millipore 10
kDa-CR et Millipore 5 kDa-CR pour un FRV de 10)eh est de méme pour la membrane a
base de polyamide (membrane Osmonic 8,5 kDa-PA)poé&sente un % de colmatage
irréversible égale a 9% pour un FRV de 10. Cep8dye matériau ne présentent que de trés
faibles interactions avec les polysaccharides.’€&t pas le cas pour les membranes a base de
PES ou 'on observe en effet un % de colmatageerstble égal a 50% avec la membrane
Koch 5 kDa-PES. L'influence des propriétés de sirfde la membrane et en particulier de
son caractere hydrophile sur les interactions rizaténolécules biologiques et le réle de ces

dernieres sur les flux ont déja été rapportés taliterature (Susanto et Ulbricht 2005).

Les profils de rétention obtenus pour les membratestées mis a part les
membranes Koch 10kDa-PES, Orelis10kDa-PES et MidipOkDa-PES qui ne présentent
aucune sélectivite, sont représentés en fonctiopRlsur la Figure 38. On constate que pour
une membrane donnée, les taux de rétention detmfes sont d’autant plus élevés que leur
degré de polymérisation est grand. Mais ces tauétdmtion ne sont pas toujours cohérents

avec les valeurs du seuil de coupure données péoulenisseurs.

En effet, les membranes Millipore 10 kDa-CRodtaval 10 kDa-PES donnent des
taux de rétention supérieurs a ceux de la memb@sraonic 8kDa-PA, elle-méme plus
rétentive que la membrane Koch 5 kDa-PES. De telléf®rences qui ne sont pas
nécessairement liées au colmatage, ont déja généps dans la littérature (Plattal.2002;
Hilal et al. 2007). Ainsi il a été montré que des membraneas lde CR commercialisées
avec des seuils de coupure nominaux de 5 et 10pk&=entaient un seuil de coupure réel de
2,5 kDa (Platet al 2002). Ces différences dérivent en fait de lanit@n méme du seuil de
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coupure. Ce parameétre est non seulement dépenedatrdembrane caractérisée mais aussi

des solutés utilisés pour cette caractérisation.
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Figure 38 : Profils de rétention obtenus pour toute les membranes organiques a 2 bar, 20°C, 350 rpm.

b. Pré-sélection de membranes inorganiques

En se basant sur les résultats obtenus lors dess e$s filtration sur membranes
organigues, les membranes inorganiques retenuescette étude présentent des seuils de
coupure égaux respectivement a 3, 5, 8 et 15 kipaogtennent toutes du méme fournisseur
(Tami Industrie). En raison deur configuration tubulaire, ces membranes n’omté&pre
testées que sur un petit module de filtration tatigbe. Ceci permet de se rapprocher des
conditions de fonctionnement industrielles puidq@st possible grace au recyclage du

perméat et du rétentat de simuler des conditiorfer#ionnement continu.

Cependant du fait de I'importance du volume mortpdate (1,5 L) et de la faible
surface membranaire disponible (155°%mi n'a pas été possible dans le cadre de cedfmeé
de pré-sélection, d’étudier I'évolution du flux derméation en fonction de la concentration.

Par conséquent, pour évaluer les performances slguatre membranes céramiques, seule
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I'incidence de la pression transmembranaire atédiée lors de la filtration d’'une solution &
2 % d’agavines. La vitesse tangentielle et la teatpée ont été maintenues constantes et
égales & 3 mset 20°C respectivement. Pour simuler les conditide fonctionnement

continu, perméat et rétentat ont été recycléSR¥ a donc été maintenu égal a 1.

Les valeurs des flux obtenus en fonction de lagimessont présentées sur la Figure
39. Ces valeurs correspondent au flux moyen mgsemédant 30 minutes aprés stabilisation.
Il faut préciser que cette stabilisation est ateeimes rapidement (de I'ordre de 15 minutes
maximum aprés le début de la filtration) et ce,liggeque soient la pression et la membrane

considérées.
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Figure 39: Flux de perméation des membranes céramies Tami en fonction de la pression
transmembranaire, obtenus lors de la filtration d’une solution & 2% d’agavines (FRV 1, 20°C, 3 m%.

On constate d'aprés les valeurs reportées sur agher que quelle que soit la
membrane considérée, les flux augmentent avec dasipn transmembranaire appliquée.
Toutefois, ces augmentations ne suivent pas ladéoiDarcy, mettant ainsi en évidence
I'existence de phénoménes de colmatage. Concefirapiact du seuil de coupure sur la
valeur du flux de perméation, on constate que dgobant, ces derniéres sont d’autant plus
élevées que le seuil de coupure est élevé. Tostafette observation n’est pas vérifiee pour

la membrane 5 kDa. Les valeurs de flux sont idelesqvoir Iégérement inférieures a celles
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mesurées avec la membrane 3 kDa. Cela est sarss dibadt la mise en place d'un colmatage
plus important sur la membrane 5kDa par rappod 8kiDa. En effet, la comparaison des
perméabilité a I'eau avant et apres filtration @lsdlution met en évidence un % de colmatage
irréversible plus important pour la membrane 5 KBE%) par rapport a la membrane 3 kDa

(38%). Cette valeur est respectivement égale a&t184% pour les membranes 8 et 15 kDa.

Pour comparer la sélectivit¢ de ces 4 membranaspitefils de rétention des
fructanes en fonction de leur DP, obtenus lors filgations réalisées avec une pression

transmembranaire de 2 bar sont présentés suruaeHg@.
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Figure 40 : Profils de rétention des fructanes poufes membranes céramiques Tami, en fonction de leur
DP, obtenus lors de la filtration d’une solution 8% d’agavines (FRV 1, 2 bar, 20°C, 3 m3.

D’aprés cette figure, il n’existe que peu de ddéfwes de sélectivité entre les
membranes Tami 3, 5 et 8 kDa. La membrane 3 kDiggstement plus sélective. Elle retient
un peu plus les fructanes de DP inférieurs a 3®etseuil de coupure réel peut étre estimé a
5 kDa ce qui n’est pas tres différent de la vakdtendue. Dans le cas des membranes 5 et 8
kDa, les profils de rétention sont quasiment idprds et leur seuil de coupure réel peut étre
estimé a 6,5 kDa. Comme ces deux membranes onfpemeséabilité a I'eau différente

(respectivement 34 et 23 [:Im?.bar! pour la membrane 8 kDa et la membrane 5 kDa)s leur
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différences de performances en terme de flux sigupht par une différence de résistance
membranaire et donc une différence de structuréede couche active. Par contre, il est
probable que leur sélectivité identique résultéadmise en place d’'un colmatage de surface a

peu prés similaire, d’ou des rétentions voisines.

Au terme de ces essais de pré-sélection au cosgsiels 9 membranes organiques et
4 membranes inorganiques ont été testées, nous aequis les informations nécessaires qui
vont nous permettre, au cours de I'étape suivalgeshoisir la ou les membranes adéquates
pour atteindre nos objectifs a savoir la prépanasior la base de leur degré de polymérisation
moyen, de différentes fractions de fructanes argutjus d’extraction des cceurs d’agaves.

2. Sélection des membranes

Comme nous l'avons décrit dans le chapitre 1.llicdde these, les performances
d’'une membrane de filtration peuvent étre évalueesartir de deux parametres rappelés ci-
dessous.

Le flux de perméat c’est a dire la vitesse a laquelle va s’effectadiltration et le
procédé dans son ensemble si on a choisi de fevaih continu. Sachant que pour des
grosses installations, maximiser les flux de petrpéanmet de minimiser significativement les
colts de fonctionnement. Par conséquent, il estss&ire de définir un flux de permeéat

minimal Ji, en-dessous duquel I'opération de filtration njgss$ valable.

La sélectivité exprimée en termeale rétention ou encorede transmission des
molécules d’intérétselon que ces derniéres se retrouvent dans letaétwu le perméat. Ce
facteur est primordial en industries chimique oarptaceutique ou la pureté des produits
conditionne leur colt. La encore, selon le cahies dharges de l'industriel, on parle de
sélectivité limite ow;m exprimée dans le cadre de cette thése, en poageede transmission

ou de rétention selon les objectifs de I'étapeiétud

Il est donc nécessaire d’'optimiser le flux de pextret la sélectivité selon la solution
a filtrer et l'objectif a atteindre. Généralemepur optimiser ces 2 parametres, il est
nécessaire de faire des compromis. Il faut défenicouple (flux, sélectivité) pour lequel un
niveau de séparation suffisant est atteint danscdeditions de flux acceptables sur le plan

économique. Pour faciliter le choix de ce couplereprésente généralement la sélectivité en
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fonction du flux pour les différentes membranedées (cf Figure 41) et sur le diagramme

obtenu, on retrouve les 4 zones décrites ci-apres.

Sélectivité

A .
< Zone de compromis

@ Flux -Sélectivité

®

e Ay,

Y lim e

» Fluxde
perméat

Figure 41 : Représentation de la sélectivité en fation du flux de perméation.

Zone 1: Elle correspond aux membranes satisfaisantf@iddes conditions de flux
de perméat et de sélectivité.

Zone 2: Lorsqu’'une membrane se trouve dans cette zeseperformances en terme
de flux de perméat sont trop faibles pour satiefes contraintes économiques.

Zone 3: On y retrouve les membranes dont la sélectiviést pas satisfaisante pour
assurer une bonne séparation.

Zone 4: Les membranes se trouvant dans cette zone gserpedit aucun intérét pour

I'opération définie.

Dans notre cas, du fait des conditions expérimestalifférentes (filtration
frontale/tangentielle), selon la nature des mendsaestées, ce bilan est bien évidemment
délicat. Afin d’avoir tout de méme des élémentdmparaison et de pouvoir construire un
graphe de flux-sélectivité pertinent, nous avongor& pour les membranes organiques
testées en filtration frontale, la valeur du déhitial mesuré a FRV de 1,05. De méme, pour
les membranes inorganiques testées en filtratiogetatielle, n'ont été prises en compte que
les valeurs des rétentions a 2 bar, c’est a dires des conditions de pression fixées en

filtration frontale.
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Comme nous l'avons vu plus haut (cf Figure 33),sneavisageons, pour atteindre
notre objectif de fractionnement et purificatiorsdeuctanes d’agaves, plusieurs étapes que

nous allons examiner successivement ci-apres.

a. FEtape de clarification

Cette premiere étape a pour objectif principalidiégier tous les composés de haut
poids moléculaire présents dans le jus brut todaissant le maximum de fructanes traverser
la membrane. Par conséquent nous avons choisi,qmimiser le choix de la membrane de
clarification, de représenter le % de transmisgies fructanes de DP inférieur a 60 en
fonction du flux de perméation. Pour étre retenues membrane devra présenter un taux de
transmission de cette fraction supérieur a 60%plDe, comme d’apres la littérature, un flux
de perméat supérieur a 30 t.tn? est considéré comme acceptable pour un procédé de
clarification en filtration tangentielle (Abreet al. 2005), la membrane sélectionnée devra

répondre a ce critere.

D’aprés la Figure 42, on constate que seules 5 marab se trouvent dans la zone 1
du diagramme «compromis flux-sélectivité» a salesrmembranes Koch 5 kDa-PES, Koch,
Millipore, et Orélis 10 kDa-PES et la membrane TamkDa.

La membrane Milliporel0 kDa-PES apparait commells performante mais nous
avons vu précédemment que pour cette membrandjubesle perméation chutaient tres
rapidement avec l'augmentation de la concentratibous avions noté une perte de flux
initiale supérieure a 40%. Par conséquent, posuite de notre étude, nous avons sélectionné
la membrane Tami 15 kDa qui offre le meilleur coampis (flux, sélectivité) et qui, de part sa
nature inorganique, présente des propriétés irsg@néss pour traiter des produits biologiques
(résistance a la température et a la vapeur). Estadice thermique de ces membranes
permettra de réaliser la filtration du jus dés sairaction sans qu’'il soit nécessaire de le

refroidir (la température d’extraction étant dedice de 60 & 80°C).
Toutefois, cette étude étant réalisée sur uneisnlumodele préparée a partir d’'une

poudre d’agavines pré-purifiée, il n’y avait doraspdans la solution filtrée tous les solutés

présents dans le jus brut d’agaves. Or, certainsedecomposés étant susceptibles d’'étre
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colmatants, l'intérét de clarifier le jus d’agavar sine membrane Tami 15 kDa devra étre

validé avec une solution réelle.
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Figure 42 : Diagramme « compromis flux-selectivit®& pour la sélection des membranes adaptées pour
I'étape de clarification de la solution d’agavines.

b. Etape de concentration des fractions d'agaudedsaut DP

L’'objectif de cette deuxieme étape est de récuplaeragavines de haut poids
moléculaire. La membrane retenue devra présentaunde rétention supérieur a 70% pour
les fructanes de DP supérieur a 16 d’'une partait part autoriser comme précédemment
des flux de perméation supérieurs a 30*n’. Nous avons donc reporté dans la Figure 43
les taux de rétention des fractions d’agavines BecBmpris entre 16 et 40 en fonction des

flux de perméation pour les différentes membraméssplectionnées.
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Figure 43 : Diagramme « Compromis flux-selectivité> pour la sélection des membranes adaptées a I'é&ap
de concentration des agavines de hauts DP.

D’apres cette figure, on constate que seules 2 mamb se trouvent dans la zone
d’intérét : la membrane Tami 8 kDa et la membran#igdre 10 kDa-CR. De plus ces 2
membranes ont des performances tres proches laifiaudre a savoir un taux de rétention de
I'ordre de 80% et des flux compris entre 40 et 45'lm™. Toutefois, d’aprés les premiers
essais réalisés, la membrane Millipore 10 kDa-CRbde se colmater moins facilement que
la membrane Tami 8 kDa. Le colmatage irréversislared apres filtration est de I'ordre de
4% avec cette membrane contre 21% dans le casrdendrane Tami 8 kDa. Concernant la
résistance thermique, la membrane Tami 8kDa e$¢ ghus résistante mais la membrane
Millipore 10 kDa-CR résiste parfaitement aux tenapdres de I'ordre de 50°C ce qui devrait
étre la valeur de la température du perméat oladissue de I'étape de clarification.

La membrane Millipore 10 kDa-CR a donc été retepmar atteindre I'objectif fixé

pour cette étape.
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c. Etape de concentration des fractions d’agavdeddP intermédiaire

A Tlissue de I'étape précédente, le perméat obteontient principalement des
fructanes de DP inférieur a 20. L’objectif de cetteivelle étape est de fractionner ce perméat
en 2 solutions, le rétentat enrichi en fructanesDdRe supérieurs a 10 et le perméat ne
renfermant que des fructanes de DP inférieur ant@re appelés fructo-oligosaccahrides ou
FOS. La membrane sélectionnée pour répondre a hjettid devra retenir a 100% les
fructanes de DP supérieur ou égal a 10 et préeséntBux de perméation le plus élevé
possible. Aucune des membranes testées précédemme@pond a cet objectif. Toutefois,
ces essais nous ont permis de conclure que pasmidenbranes polymeres, les membranes a
base de CR semblent plus adaptées a la filtragoinudtanes. A seuil de coupure équivalent,
ces membranes présentent moins d’interactions #&®cpolysaccharides. Les taux de

colmatage irréversible observés sur ce type de mamb sont toujours trés faibles (<10%).

Nous avons donc décidé pour atteindre I'objeckié fie tester deux membranes de
seuil de coupure 1kDa : une membrane a base CRi¢opar la société Millipore et une
membrane céramique fournie par la société Pall-Bx&omme nous ne disposions pas d’un
volume suffisant de perméat issu d'une filtratiaur &2 membrane 10 kDa, ces essais
comparatifs ont été réalisés sur du perméat issnedfiltration sur la membrane Tami 15
kDa. On rappelle que, compte tenu de leur configamaespective, la membrane Millipore 1
kDa-CR a été testée en filtration frontale dans celtule Amicor? et la membrane Pall-
Exekia 1 kDa a été testée en filtration tangemtidles résultats obtenus sont rassemblés dans
le Tableau 19.

Tableau 19: Comparaison des performances de 2 memaimes de seuil de coupure 1kDa pour la
séparation des fructanes de DP intermédiaire a pairt d'une solution d'agavines clarifiée. (Conditions
d’opératoires : 4 bar, 20°C, * 3 m/s, ** 350 rpm).

Flux DP retenus Colmatage
Membranes 1 kDa (L.h'tm2) 2100% (%)
Pall Exekia * 15+1 > 40 62
Millipore  CR ** 18+ 1 > 12 0

On constate que la membrane Millipore 1kDa-CR dss perméable que la

membrane Pall-Exekia 1kDa. Les moindres performande la membrane céramique
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s’expliqguent par la mise en place dun colmatageévarsible important (62%)
vraissemblablement d0 aux interactions entre lesttaants de la solution et le matériau
membranaire. La membrane polymere quant a elleseneolmate pratiquement pas, la
perméabilité a I'eau apres filtration de la solatobagavines est identique a celle mesurée sur
la membrane propre. De plus, le seuil de coupuparant de la membrane polymére est plus
faible que celui de la membrane céramique. En,efértls les fructanes de DP supérieurs a 40
sont retenus a 100% par la membrane Pall-Exekimeabrane Millipore retenant quant a
elle, 100% des fructanes de DP supérieur a 12.0Bssrvations nous conduisent donc a

retenir la membrane a base de CR pour la trois@agpe de notre procédé de purification.

d. Etape de purification des FOS issus de jus sega

Le perméat issu de I'étape précédente contientriegijpe essentiellement des FOS
dont le DP est compris entre 3 et 10. Toutefoigaitontenir également des monosaccharides
(glucose, fructose) et des disaccharides (sacadlar@s des études (Goulat al. 2002;
Kamadaet al 2002; Liet al 2004) ont montré que la présence de ces congtliaitait
I'intérét nutritionnel et les applications des FOI@enus Ces constituants doivent donc étre
éliminés. Pour cela, une étape de nanofiltrationlde étre adaptée. En effet, Kamadaal.
(2002) ont déja éetudié les potentialitées de mendwale nanofiltation (membranes G5 et G10
Desalination System) pour éliminer le saccharoske®tmonosaccharides présents dans le
perméat d’'une solution modéle d’'inuline de chicoige leur coté, Let al.(Li et al 2004; Li
et al 2005) ont étudié I'intérét des membranes Osm@ticet GK pour la purification des

FOS d’un sirop de fructo-oligosaccharides.

Lors de notre étude, nous avons pré-sélectionn& deembranes polymeres
commercialisées par la société Osmonic, a savomdabrane Osmonic GE Sep&H
(MWCO 1 kDa-PEG) et la membrane Osmonic Déshal (MWCO 0,15-0,3 kDa)Ces deux
membranes sont constituées d’un support macropaeypolyester sur lequel est déposé une
premiere couche en polysulfone, puis une secondeheodont la nature n’est pas précisee et
enfin 'ensemble est recouvert d’un mince film extyamide. Pour les départager, nous avons
étudié leurs performances lors d’essais de fitiratle la solution d’agavines clarifiée réalisés
en cellule de filtration frontale Amicon®. Les vats des flux de perméation obtenues sont

rapportées dans le Tableau 20.
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Tableau 20 : Comparaison des performances des memes Osmonic GE Sep¥ GH et Osmonic Desal
HL, lors de la purification de FOS a partir d’'une solution d’agavines clarifiée. (Conditions d’opératares :
4 bar, 20°C, 350 rpm) .

Flux
Membranes  UF -NF (Lh-Lm2) Colnzetl;a?e
0
Osmonics GH 14 21
Osmonics HL 40 10

D’aprés les valeurs de flux mesurées, la membrasraoDic Desal HL semble la
plus performante, le flux égal & 40 .m? est presque 3 fois plus élevé que celui obtenu
avec la membrane Osmonic GE SepgaH et le % de colmatage réversible est 2 fois plus
faible (10% au lieu de 21%). Toutefois, au regaed thux de rétention rapportés sur la
Figure 44, cette membrane n'est peut étre pas mtssessante qu’il n'y parait. En effet,
d’apres l'observation du profil de rétention, onnstate que cette membrane retient le
saccharose dans les mémes proportions que les €O® dupérieurs, ceci quelle que soit la
concentration de la solution. Il ne sera donc ssiple d’éliminer le saccharose du mélange

en utilisant cette membrane.
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Figure 44 : Comparaison des profils de rétention latenus lors de la filtration d’'une solution d’agavne
purifiée (FRUCTAGAVE PR-75) sur des membranes Osmuc GE Sepa* GH et Osmonic Desal HL.
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En ce qui concerne la membrane Osmonic GE Se@&l, les résultats sont
différents. On constate une rétention différergielh fonction du DP et cet effet est accentué
avec l'augmentation de la concentration (cf Figddg. On pourra donc, en jouant sur ce
paramétre, éliminer les monosaccharides et le aameh du mélange. Cette membrane qui
présente en fait des propriétés de transfert psodeecelles des membranes d'ultrafiltration

basse, est donc retenue pour la derniere étapetidepnocédé.

3. Conclusions

Au terme de cette étape et sur la base des résaliggnus lors des essais réalisés sur
une solution modéle préparée a partir de poudrgasiaes (FRUCTAGAVE PR-75), nous
pouvons proposer pour le fractionnement des friestat’agave, le schéma de procédé
représenté dans la Figure 45.

Clarification Séparation Séparation Séparation
, Oxyde zircone “Cellulose regenére “Cellulose regéneére . Film mince Sucres
Jus d’agave . Tami .. Millipore . Millipore _ Osmonic GE
brut —» - > lons
Sels

Impuretés Agavines Agavines DP

haut DP intermédiaire

Figure 45: Schéma du procédé de clarification etéparation des fructanes a partir de jusd’Agave
tequilanaen poudre.

Il est ainsi prévu 4 étapes de séparation membmnaiettant en ceuvre
successivement une membrane inorganique de seaibwmure 15 kDa (membrane Tami),
puis 2 membranes a base de CR de seuil de cougspectifs 10 kDa et 1 kDa (membranes
Millipore) et pour finir, une membrane d’ultraféition basse (membrane Osmonic GE Sepa
GH).

Avant de valider ce procédé par des expériencesdutions réelles, nous allons
dans la partie suivante, valider sur solution medal pertinence de I'enchainement de ces

étapes de filtration.
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C. VALIDATION DU PROCEDE SUR SOLUTION MODELE

La validation sur solution modéle du procédé damsesisemble s’avere indispensable
car I'étude précédente a été réalisée en utilisamime solution d’alimentation soit une
solution d’'agavines a 2% (cas des étapes de ifiliratur les membranes Tami 15 kDa et
Millipore 10 kDa-CR), soit du perméat (solution géeines clarifiée) obtenu lors de la
filtration d’'une solution d’agavines a 2% sur lamieane Tami 15 kDa (cas des étapes de
filtration sur les membranes Millipore 1 kDa-CR@2monic GE SepaGH). Or, il est connu
qgue les performances d'une étape de filtration dé@et de la composition de la solution
d’alimentation. Comme dans notre cas, le perméaned’étape est également la solution
d’alimentation de I'étape suivante, nous allongl&ul'incidence des parametres opératoires
sur le flux d'une part et sur la composition durmpéat des premieres étapes de filtration
d’autre part.

Par manque de temps, seule I'étape de clarificafiordétermine la composition réelle
et les débits de la solution d’alimentation dep@saultérieuressera étudiée de facon plus
approfondie, les étapes ultérieures ne seront n@eeseuvre que pour valider I'intérét du

procéde.

1. Etude de I'étape de clarification

a. Incidence des parametres opératoires

Les performances d'une étape de filtration sur nramds sont généralement
dépendantes des parametres opératoires a savouitelsse de circulation, la pression
transmembranaire, la température et enfin la cdretéon. Afin de choisir les conditions les
plus adéquates pour cette étape, nous avons far waccessivement un de ces parametres
opératoires, les autres parametres étant maintemssants et égaux respectivement a 20°C, 2
bar, 3 m.g et la concentration de la solution égale & 2%.réssltats obtenus sont rapportés

ci-apres.
+ [Effet de la vitesse de circulation de fluide

En général, lors de la filtration tangentielle dertaines solutions biologiques,

'augmentation de la vitesse de circulation perdiaméliorer la perméabilité en raison des

136



Chapitre 3 RESULTATS ET DISCUSSION lll.-Technelogembranaire

conditions hydrodynamiques qui évitent le dépotmetécules a la surface et limitent ainsi le
colmatage de la membrane (Etal. 2007; Boissieet al. 2008). Dans notre cas, les résultats
rapportés dans le Tableau 21 montrent que le flexiordre de 80 L.A.m?, reste trés stable
pour des valeurs de vitesse comprises entre 2mes4 Ce résultat n’est pas surprenant car
dans ce domaine de vitesse, la valeur du nombReglrolds est toujours supérieure a 2500
(elle varie respectivement entre 7000 et 17500% tenditions d’écoulement sont donc
turbulentes quelle que soit la vitesse. Par cor&@gune augmentation de ce parametre
n'aura pas d’incidence sur les épaisseurs des esurhites et donc sur le flux. Toutefois, on
note qu’au-dela de 4 msle flux a tendance & diminuer avec 'augmentatienia vitesse, les
valeurs & 5 m5et 5,2 m.8 sont respectivement égales & 72 et 65 .

Tableau 21 : Evolution du flux de perméat en fonctin de la vitesse tangentielle lors de la filtratio’'une
solution a 2% d’agavines, 2 bar, 20°C sur une memhane Tami 15kDa.

Vitesse (m.s 1) 2 3 4 5 52

Flux (L.h -t.m-2) 75t4 80 +4 781 72+1 65+1

Ce résultat pourrait découler de la modificatienlal structure du dép6t de surface
lors de l'augmentation des contraintes de cisadieimEn effet, nous avons vu lors des
premiers essais que la filtration de la solutioagdvines sur la membrane Tami 15 kDa,
entrainait I'établissement d’'un colmatage irréudesimportant (perte de plus de 50% de la
perméabilité a I'eau). Il est possible qu'une mietce colmatage corresponde a une couche
dynamique formée a la surface de la membrane. @m{@t al. 2008) ont montré, lors de la
filtration d’hexane sur une membrane hybride condé par le dépdt dynamique d’une
couche mixte (PEl/gélatine) a la surface d'une nramd céramique, que le flux diminuait
avec l'augmentation de la vitesse. Ces auteursnontré que I'aspect de la couche de surface
était différent selon les conditions de mise en r@eonditions laminaires ou turbulentes),
laissant ainsi supposer des modifications struldsirdu dép6t a I'origine des modifications
des propriétés de transfert.

Les profils de rétention des fructanes en fonctledeur DP sont rapportés sur la Figure 46.

Nous constatons que I'augmentation de la vitessget#tielle entraine une augmentation de la

rétention des fructanes et ce, d’autant plus queD® est élevé. La rétention des fructanes de
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DP inférieur a 20 est quasiment inchangée alorscglie des fructanes de DP supérieur a 50
passe de 25% a plus de 50% lorsque la vitesse pasgea 5 m:& Cet accroissement de
rétention résulte vraisemblablement de phénomeéaewlthatage qui se traduisent également
par une réduction du flux de perméation. Par camsd) si nous souhaitons éliminer les
composés de haut poids moléculaire, il est soutiaitde travailler aux plus hautes valeurs de

la vitesse tangentielle.
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Figure 46 : Profils de rétention des fructanes enohction de la vitesse tangentielle lors de la filation
d’une solution a 2% d’agavines 2 bar, 20°C sur unemembrane Tami 15 kDa

« Effet de la pression

L’incidence de la pression transmembranaire suvédsurs du flux de perméation
est rapportée dans le Tableau 22. On retrouveekdtats déja rapportés sur la Figure 39 a
savoir que les flux augmentent avec la pressioreeéhet 6 bar. Toutefois, cette augmentation
ne suit pas parfaitement la loi de Darcy puisquitube passe d’environ 80 Lhm? & 2 bar a
160 L.it.m? & 6 bar. Au-dela de 6 bar, il ne sert & rien giaenter la pressiotes valeurs
du flux n'augmentent pas au contraire, elles semtdéeninuer. Cette stabilisation témoigne
de la mise en place d'un colmatage externe qui ées@dccentuer avec 'augmentation de la
pression. Un comportement trés similaire a été adpppar Heet al. (2007) lors de la

clarification du jus de pomme.
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Tableau 22 : Evolution des flux de perméat avec lpression transmembranaire lors de la filtration d’une
solution d’ agavines 2 %, 3m.3, 20°C sur une membrane Tami 15kDa

Pression ( bar) 2 4 6 8

Flux (L.h -t.m-2) 80+4 142 + 22 162 + 31 156 + 17

La Figure 47, ou sont rapportés les taux de r@ermtes fructanes en fonction de leur
DP pour différentes valeurs de la pression trandonanaire, met en évidence qu’une
augmentation de la pression réduit la capacitéadedmbrane a séparer les fructanes sur la
base de leur DP. Au-dela de 4 bar, il n'y a plusliffiérence de rétention en fonction du DP.
L’augmentation de la pression entraine le passadgeree des molécules de haut DP dont le

taux de rétention chute respectivement de 40% % IB@sque la pression augmente de 2 a 4

bar.
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Figure 47 : Profils de rétention des fructanes enohction de la pression transmembranaire lors de la
filtration d’une solution & 2% d’agavines a 3m.&, 20°C sur une membrane Tami 15 kDa.

- Effet de la température

Comme on peut le voir dans Tableau 23, 'augmentadie la température améliore

la perméabilité de la membrane. Ceci est dU awtseffositifs de ce parameétre sur les valeurs
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de la viscosité d’'une part et sur celles des adeffis de transfert de masse d’autre part. En
effet, la chute de la viscosité et l'augmentatioes dcoefficients de transfert liées a
'augmentation de la température diminuent les sggairs des couches limites et par voie de
conséquence limitent leur impact sur le transfertnthtiere. Ces phénomenes ont déja été
rapportés dans la littérature notamment dans leleda clarification de jus de fruits (H¢ al

2007).

Tableau 23 : Evolution des flux de perméat avec leempérature lors de la filtration d’'une solution d’
agavines 2 %, 2 bar, 3m:$ sur une membrane Tami 15kDa.

Température ( °C) 20 40 60 80

Flux (L.h -t.m-2) 804 125+ 4 169+ 6 23111

En ce qui concerne la rétention des fructanes,onstate d’apres la Figure 48, qu'un
accroissement de la température réduit la rétemt@mfructanes de faible DP. Ces derniers
sont en effet, entrainés par convection avec leastl Cette rétention différentielle liée a

'augmentation de la température permet d’amélibediicacité de la séparation.
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Figure 48 : Profils de rétention des fructanes enohction de la température lors de la filtration d'une
solution & 2% d’'agavines & 2 bar et 3m5sur une membrane Tami 15 kDa.
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» Effet de la concentration de la solution d’alimentéion (So)

En raison de la faible surface membranaire dispenib n’a pas été possible de
suivre I'évolution du flux au cours de 'augmentatide la concentration de la solution. Nous
avons donc démarré I'expérience par la filtrationneode fermé (avec recyclage du perméat
et du rétentat) d’'une solution a 30% d’agavines poisque le flux était stable, de I'eau a été
ajoutée de facon a obtenir une concentration @idefl Cette opération a été répétée jusqu’a
atteindre la concentration finale de 2 %. Les walele flux obtenues sont consignées dans le
Tableau 24.

Tableau 24 : Evolution des flux de perméat avec laoncentration lors de la filtration d’'une solution d’
agavines de moins en moins concentrée, 2 bar, 3t.20°C sur une membrane Tami 15kDa.

Concentration So (%) 30 24 18 12 6 2

Flux (L.h -.m-2) 23+3 331 50+3 74 %2 98+3 127 +5

Comme, on pouvait s’y attendre, les flux sont datt plus élevés que la
concentration est faible. Cela confirme les réssiltapportés dans la littérature a savoir qu'a
forte concentration, les phénomenes de polarisatom plus accentués, le colmatage est plus
important (Vladisavljevicet al. 2003; Heet al 2007). Toutefois, on observe un phénomeéne
assez inhabituel. Le flux mesuré en fin d’expérelmrsque la concentration de la solution a
atteint la valeur de 2%, est plus important quexaeesurés précédemment, c'est-a-dire lors
de la filtration directe d'une solution a 2% dares Imémes conditions de vitesse, de
température et de pression. Ici, le flux mesest de I'ordre de 130 L‘tm™ contre 80
L.h't.m?, soit une augmentation de 60%. De plus, en firxgeience, le colmatage
irréversible mesuré est plus faible de I'ordre @8o4contre 60 % mesuré dans les autres
expériences. On peut supposer qu’a concentrateneé) la couche dynamique de surface se
forme plus rapidement évitant ainsi le colmatagerive de la membrane elle-méme. Dans ces
conditions, les molécules dont la taille est vasite celle des pores sont retenues en amont
de la couche dynamique et ne peuvent donc pas diidgntrée des pores. Au final, lorsque
la concentration diminue, le flux augmente suitelaaréduction des phénoménes de
polarisation et se stabilise a une valeur plusédedu fait de I'absence de colmatage interne.
Comme nous ne possédions qu’'une seule membrame hibus a pas été possible de vérifier

cette hypothése par des observations en MEB.
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Par alilleurs, il semble que les conditions d’élalion de la couche dynamique
modifient également sa structure. La couche élablarsque I'on démarre I'expérience par la
filtration d’une solution a 30% est moins ressegée lorsque elle est établie au cours de la
filtration d’'une solution a 2%. Cela se remarquseesiellement au niveau de la rétention des
fructanes de DP intermédiaire (DP<30) comme on lgewir sur la Figure 49 Par exemple le
taux de rétention des fructanes de DP 20 est @i &dL0% alors que, lors des précédents
essais, nous avions trouvé des taux de I'ordre0d8é. Zn ce qui concerne les fructanes de
DP>30, le profil obtenu ici avec la solution a 2%t drés proche de ceux obtenus
précédemment a cette méme concentration et darcoddiions de vitesse, de température et
de pression similaires. Enfin, on constate sueaa@&me figure, que les profils de rétention ne
sont pas affectés significativement par la conedioin de la solution d’alimentation mis a
part le fait que la rétention est légérement plasée (moins de 10% plus grande) lorsque la

concentration est plus faible.

60 -
50
-
§ 107 X
< L4 -
IS
‘@ 30 1
4 . *
X
. -
20 . ES
*
10 ¢ % O
— A -
X O
0 é T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80
Degré de polymérisation (DP)
*2% 0 6% A 18% X 24% - 30%

Figure 49 : Profils de rétention des fructanes enohction de la concentration lors de la filtration dune
solution d’agavines de moins en moins concentrée2abar, 3m.s' et 20°C, sur une membrane Tami 15
kDa.

b. Choix des parameétres opératoires pour I'étapstadiication

Pour faciliter ce choix, 'ensemble des effets défrents parametres opératoires
sur le flux et la rétention est résumé dans le &ablR5. Pour plus de pertinence, nous avons
également choisi de considérer un autre parametsavair, la sélectivité c’est-a-dire la

capacité de séparation des agavines de différeRtsI'@bjectif étant de se placer dans les
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conditions pour lesquelles on observe un maximumdiférence de rétention entre les

différentes fractions d’agavines.

Tableau 25 : Impacts des conditions opératoires sue flux, la rétention et la sélectivité lors de ldiltration
d’'une solution d’agavines sur une membrane Tami 1kDa.

Variable Valeurs testées Flux Rétention Sfl(gclg;/ e
Vitesse (Mm.3) 2,3,4,5 O 2 2
Pression (bar) 2,4,6,8 2 N N
Température (°C) 20,40,60,80 2 N 2
Concentration (%) 2,6, 12,18,24, 30 N O 2

Pour réaliser ce choix, il faut également rappglez I'extraction du jus des cceurs
d’agave est réalisée a des températures élevébardie de 80 °C, que ce jus présente un
extrait sec soluble de l'ordre de 14 a 18 g/100gsetcertainement plus riche en fructanes de
haut poids moléculaire que la poudre d’agavine idénge. C’est pourguoi, nous avons donc
décidé de travailler avec une solution a 20% ettarmgérature égale a 60°C, il ne sera ainsi
pas nécessaire de diluer ni de refroidir le jugaitxtors de la mise en ceuvre a I'échelle
industrielle. De plus, 'augmentation de la tempéna permettra de réduire I'impact négatif
de la concentration sur les performances en termeflk. Enfin, on observera une
augmentation de la sélectivité, ces conditions alecentration favorisant la rétention des
molécules de haut DP tout en laissant plus passdructanes de faible DP. Pour cette méme

raison, nous avons choisi de travailler a 5heisa 2 bar.

c. Clarification d’'une solution d’agavines (FRUCTABE PR-95) a 20%

Le profil de filtration obtenu lors de la productide la solution d’agavines clarifiée
est présenté sur la Figure 50. On constate querénaltge concentration élevée, le flux de
filtration se maintient. On observe toutefois unéduction graduelle au cours de
'augmentation de la concentration. La perte dr #tteint 30% lorsque le FRV est égal a 2,5.
De plus, le % de colmatage atteint en fin d’expéree(39%) est inférieur a celui mesuré lors

des essais réalisés avec une solution a 2% maismfsirme a celui mesuré lors de I'étude de
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I'incidence de la concentration. Cela confirme téirét de travailler & concentration élevée

pour limiter le colmatage interne des membranes.
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Figure 50 : Filtration d’'une solution d’agavines a20% sur une membrane Tami 15 kDa en vue de la
production d’une solution clarifiée (conditions defiltration : 5 m/s, 2 bar, 60°C).

L’efficacité de cette étape de filtration est mee évidence dans le Tableau 26 ou

sont reportées les caracteéristiques de la solutibale, du perméat et du rétentat.

Tableau 26 : Composition de la solution d’agavined 20% (So), du perméat et du rétentat obtenus lorde
la clarification de cette solution par filtration sur une membrane Tami 15 kDa.

Solution Turbidite °Bx Matiére Séche Saccharose Glucose Fructose
(NTU) (gL (gh  (glf) (gLh)

Agavines 20% 12,2 18,6 187 9 61 340,1 5240,1

Permeat 0,6 17,6 180 9561 32401 54+40,1

Rétentat 22,9 22,3 228 8761 29+01 51401

D’aprés ces résultats, il n'y a que trés peu dimihces au niveau des teneurs en
matiére séche de la solution initiale et du perm@spectivement égales & 187 et 180'g.L
Cependant, on remarque que les composants resjpemsdala turbidité ont été pratiquement

totalement retenus. La turbidité initialement égald2 +3 NTU chute a 0,6 NTU alors

144



Chapitre 3 RESULTATS ET DISCUSSION lll.-Technelogembranaire

guelle est égale a 22,9 8 NTU dans le rétentat. On constate également lgae
concentrations en glucose, fructose et saccham#epsatiquement identiques dans les trois
solutions.Le perméat obtenu au cours de cette étape conkig@ution d’agavines qui sera

utilisée dans I'étape suivante comme solution diahtation.

2. Production de fructanes de haut DP

Cette étape a pour objectif la production de froesade haut poids moléculaire a
partir de 200 mL de la solution d'agavines cladfi€Toutefois, le perméat obtenu
précédemment nous a semblé étre trop concentré gtoirutilisé directement sur une
membrane de 10 kDa, c’'est pourquoi nous avons di#widé de le diluer jusqu'a la
concentration de 2% avant de le filtrer sur la memé Millipore 10 kDa-CR. Cette filtration
a encore été réalisée dans une cellule agitée Andeadiametre 7,6 cm et la concentration a
été poussée jusqu’'a un FRV proche de 10, le rétespieésentant la fraction de fructanes de
haut DP que I'on souhaitait récupérer.

Les flux de perméation obtenus sont présentésadtiglre 51. On retrouve un profil
de perméation similaire a celui obtenu lors desaiesavec la solution d’agavines non
clarifiée. On constate qu’en début d’expériencpigqu’a un FRV de 2,5, la décroissance du
flux est réguliere et limitée (30% environ). Au-@élele ce FRV, la perte de perméabilité en
fonction du temps augmente beaucoup plus vite. €ebgplique parce que dans ce méme
temps, la concentration du rétentat augmente beau& I'on s’intéresse aux valeurs du flux
a I'eau avant et apres filtration de la solutioarifiée, on constate que ces flux sont du méme
ordre de grandeur, ceci confirme I'abseddateractions entre les constituants de la sofutio

d’agavines et la membrane a base del@Rolmatage irréversible est donc négligeable.

La comparaison des profils de fructanes par Chrognaphie Liquide d’Echange
d’Anion Haute Performance (CLEAHREu perméat et de la solution d’agavines présemtes s
la Figure 52 confirme l'intérét de cette étape digafion. On constate en effet la quasi
absence d’'agavines de DP supérieur a 40 dansr&peconfirmant ainsi indirectement que

ces derniéres se sont concentrées dans le rétentat.
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Figure 51 : Evolution en fonction temps du FRV et d flux de perméation d’'une solution d’agavines
clarifiée diluée a 2%, lors de sa filtration en cdlile agitée sur une membrane Millipore 10 kDa-CR (30
rpm, 20°C, 2 bar), ainsi que celles des flux & 'eamesurés avant et aprés filtration de la solution
d'agavines.
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Figure 52: Profils CLEAHP d’une solution d’agavines clarifiée et diluée a 2% et du perméat obtenu te
de sa filtration en cellule agitée sur une membranblillipore 10 kDa-CR (350 rpm, 20°C, 2 bar).
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3. Production de fructanes de DP intermédiaire
50 mL de perméat obtenus au cours de I'étape peéte&@ncore appelé perméat 10

kDa, ont ensuite été utilisés comme solution d’elimation lors d’'une étape de filtration sur
membrane Millipore 1 kDa-CR. Cette filtration a étalisée en cellule agitée avec une
membrane de 3,7 cm de diamétre et a eu pour dbiedtiention d’'une solution riche en

fructanes de faible DR.es flux de perméation obtenus sont présentésadtiglre 53.
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Figure 53 : Evolution en fonction temps du FRV et d flux de perméation du perméat 10 kDa lors de sa
filtration en cellule agitée sur une membrane Millpore 1 kDa-CR (350 rpm, 20°C, 4 bar), ainsi que dek
des flux a I'eau mesurés avant et apres filtratiodle la solution d’agavines.

On constate d’aprés cette figure que le flux dengation de la solution de fructanes
est identique a ceux mesurés avec de I'eau purd avapres filtration de la solution et ceci
tout au long de I'expérience alors que le FRV patss a 6. Ceci confirme que le perméat 10
kDa ne contient plus de molécules colmatantes etdyufait de la nature de la membrane
utilisée, il N’y a pas mise en place d’interactian®gversibles entre les molécules de la

solution et la membrane.
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Les profils CLEAHP du rétentat et du perméat obsesnnt comparés dans la Figure
54. On constate que la filtration sur membrane iptile 1 kDa-CR du perméat 10 kDa
permet d’obtenir 2 fractions de composition difféee La premiere (le perméat) ne renferme
que des FOS, alors que la seconde (le rétentatienbmoutre les FOS, des fructanes de DP
compris entre 10 et 40. Il est probable qu'uneiltiafion du rétentat sur cette méme
membrane aurait permis de réduire la proportioR@8 présents dans le rétentat.
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Figure 54 : Profils CLEAHP du rétentat et du perméat obtenus lors de la filtration du perméat 10 kDaen
cellule agitée sur une membrane Millipore 1 kDa-CR350 rpm, 20°C, 4 bar).

4. Conclusion

La mise en ceuvre successive des 3 premiéeres éappsocédé pressenti pour le
fractionnement et la purification des fructanedeefOS d’agave, nous a permis de confirmer
I'intérét de ce procédé.

Ainsi nous avons pu obtenir a partir d’'une solutioodele d’agavine :

* une fraction enrichie en fructanes de haut DP ([2B)>orrespondant au

rétentat de la membrane Millipore 10 kDa-CR.
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* une fraction enrichie en fructanes de DP intermexlig10<DP<40)
correspondant au rétentat de la membrane MillifdtBa-CR.

* une fraction enrichie en FOS correspondant au perrdé la membrane
Millipore 1 kDa-CR et qui pourra étre purifiée arieurement (élimination
des mono et disaccharides) par filtration sur urenbrane Osmonic GE
Sepa' GH.

Toutefois, ces essais ayant été réalisés avecaum®s modele d’agavines, il nous

faut vérifier que ces résultats se confirment siutson réelle.

D. VALIDATION SUR SOLUTION REELLE

Pour valider notre procédé, nous avons utilisé ue prut d’Agave tequilana
gracieusement fourni par la société Agaviotica @atir duquel cette entreprise prépare la
poudre FRUCTAGAVE PR-95 utilisée précédemment paupréparation de la solution
modele. Avant de procéder aux essais de filtraionpus a paru opportun de caractériser

partiellement ce jus d’agave.

1. Caractéristiques de la solution réelle (Jus Brud’Agave tequiland

20 L de jus brut produit par la société Agaviotmat été additionnés d'azide de
sodium (0,02%) puis congelés avant d’étre expépldésavion. A sa réception, le jus a été
entierement décongelé, puis aliquoté par fractadmd L avant d'étre recongelé jusqu’a son

utilisation.

Le jus brut a une turbidité de 216 4 NTU liée a la présence de matiere en
suspension et de résidus solides sédimenteuxgpgiierres et fibres d'agave principalement).
Afin d’éviter la détérioration des membranes etlidiger les plus grosses impuretés, ce jus
d’agave brut a été filtré sur fritté SCHOTT Duran R dont la taille des pores est comprise
entre 40-100 pm. C’est donc ce jus filtré qui sdiisé comme solution d’alimentation pour
la premiére étape de notre procédé. Les caraméest physico-chimiques de ce jus sont

présentées dans le Tableau 27.
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Tableau 27 : Caractéristiques physico-chimiques des brut préfiltré sur fritté N°2 (40-100 pum).

Caractéristiques physico-chimiques Jus brut préfiltré

pH 51

°Brix 14,0

Turbidit é (NTU) 200,0 + 5,0
Matiére séche (g.L ™) 139,0 + 1,0
Protéine (g.L™) 3,0+ 05
Cendres (g.L™) 3,0+0,11
Sucres totaux (g.L ™) 121 ,0 +10,0
Viscosit é (mPa.s) 10,0 + 0,2

On constate que la préfiltration a permis, outedifiination des particules, de
réduire la turbidité. Le jus brut filtré renfermet@ g.L* de matiére séche composée
majoritairement de sucres (les sucres totaux reptast 87% de I'extrait sec). Par ailleurs, on
a vérifié que le profil de polydispersité des farmes du jus brut (non montré ici) est trés
similaire a ceux des fructanes de I'extrait de coBagave tequilangcf section Il) et de la

solution d’agavines préparée a partir de la podtigavines PR-95.

2. Clarification du jus brut préfiltré

a. Filtration sur la membrane Tami 15 kD

Afin d’évaluer l'incidence des parameétres opéragimous avons realisé une étude
similaire a celle conduite avec la solution modeélagavines (cf paragraphe IIl.C.1). Les
résultats obtenus sont résumés dans le Tableau 28.

Tableau 28 : Impacts des conditions opératoires sue flux, la rétention et la sélectivité lors de Idiltration
du jus brut préfiltré sur une membrane Tami 15 kDa.

Variable Valeurs testées Flux Rétention
Vitesse (m.) 3,5 ~ 7
Pression (bar) 1,2,4,6 7 7
Température (°C) 20, 40, 60 7 N
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Concernant I'impact des différents parametresesivaleurs du flux, on observe des
tendances similaires a celles observées lors fikrddion de la solution modéle (Cf Tableau
25). Une augmentation limitée de la pression ouladéempérature améliore le flux de

perméation.

Cependant, contrairement a ce qui avait été obserséle la filtration de la solution
d’agavines, 'augmentation de la pression entraine augmentation de la rétention des
fructanes. Par exemple, a FRV 1, la rétention degdnes de DP 40 est respectivement égale
a 15, 28, 37 et 45% lorsque la pression transnmemaine est égale a 1, 2, 4 et 6 bar. Dans le
cas de la solution modéle, nous avions obtenuékesitions suivantes 30, 25 et 15% pour les
pressions transmembranaires égales respectiveméntdaet 6 bar. Enfin I'impact des
différents parametres sur la sélectivité est égahtndifférent de celui observé avec la
solution modéle. Globalement, 'augmentation desup@tres qui tendent a améliorer le flux
réduit la sélectivite.

Par ailleurscomme on peut le voir dans le Tableau 28, flux obtenus dans des
conditions opératoires similaires sont moins éleaxéec la solution réelle qu’avec la solution

modéle et I'impact de 'augmentation de la conaian est plus marqué.

Tableau 29 : Comparaison des flux obtenus pendand Iconcentration d’une solution d’agavines a 20% et
du jus brut préfiltré & 14°Bx sur une membrane Tamil5 kDa (2 bar, 3m.g, 60°C).

Flux (L.h™m?)

Solution d’alimentation FRV 1 FRV 1,5 FRV 2
Sol. Agavine a 20 % 80 64 35
Jus brut A. tequilana 14 °Bx 60 40 30

Cette diminution du flux est sans doute liée aolmglexité de la solution brute et au
dépbt d’'une plus grande quantité de solides a fface de la membrane. Ce colmatage de
surface conduit également a une augmentation détéation qui est comprise entre 50 et
90% pour les fructanes de DES (cf Figure 55) dans le cas du jus brut filakrs que dans

le cas de la solution d’agavines a 20%, ces ré@essont comprises entre 15 et 65%.
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En raison des pertes de sélectivité et surtoutadgyientation de la rétention des
fructanes observée, la clarification du jus briliréi sur une membrane Tami 15 kDa ne
semble pas judicieuse. Nous avons donc décidé stertene membrane de nature et
configuration similaire mais présentant un plusndraliamétre de pores, a savoir une

membrane Tami 50 kDa

b. Comparaison des performances des membraneslbaahib0 kDa

Dans un premier temps, le jus brut préfiltré afi#t@& dans les mémes conditions sur
les membranes Tami 15 kDa et Tami 50 kDa a savo@°&, 3 m.g et 2 bar. Les valeurs des

flux obtenus au cours de la concentration sontemitégs dans le Tableau 30.

Tableau 30 : Comparaison des flux obtenus pendantlconcentration du jus brut préfiltré sur des
membranes Tami 15 kDa et 50 kDa (2 bar, 3m’s60°C).

o : — —
Membrane Flux de perméation du jus brut préfiltré (L.h™.m™)
FRV 1 FRV 1,5 FRV 2
Tami 15 kDa 60 40 30
Tami 50 kDa 100 70 50

Tout d’'abord, on constate que quelle que soit lanbrane testée, on observe une
réduction du flux de perméation égale a 50 % laslguFRV passe de 1 a 2. Toutefois,
comme le flux initial sur la membrane Tami 50 k3a 2fois plus élevé que sur la membrane

Tami 15, les performances en terme de flux de cettimbrane sont plus intéressantes.

Il en est de méme pour les performances en termmételetion. En effet, d’apres les
profils de rétention obtenus a FRV 1 et préseniésasFigure 55, on constate que les taux de
rétention des fructanes sont globalement plus figs2olus faibles sur la membrane Tami 50

kDa par rapport a la membrane Tami 15 kDa .
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Figure 55 : Comparaison des profils de rétention des fructanesn fonction de leur DP obtenus lors de la
filtration du jus brut préfiltré sur les membranes Tami 15 kDa et 50 kDa(conditions de filtration : 2 bar,
3m.s?, 60°C)

Enfin, si on s’intéresse a l'efficacité de la diaation, on constate d'aprés les
valeurs rapportées dans le Tableau 31, que lesrpahces des 2 membranes sont similaires.
La turbidité est respectivement égale a 12et 15 +3 NTU pour les perméats obtenus sur
les membranes 15 et 50 kDa. La clarification dugtéfiltré en terme d’abaissement de la

turbidité est donc supérieure a 90%.

Tableau 31 : Caractéristiques physico-chimiques degerméats obtenus lors de la filtration du jus brut
préfiltré sur les membranes Tami 15 et 50 kDa.

Perméat Perméat
Analyses Tami 15 kDa Tami 50 kDa
NTU 12 +3 15+3
°Brix 9,6 11,4
MS (g.L Y 93+2 114 +2

Il apparait également, lorsque I'on compare la amsiipn des perméats a celle du
jus brut préfiltré (cf Tableau 27), que la filtiati sur la membrane Tami 15 kDa conduit & une
rétention de matiere seche prés de 2 fois supér{@3r%) a celle observée lors de la filtration

sur la membrane Tami 50kDa (18.%)

Par conséquent, pour une efficacité similaire eméede clarification, la membrane

Tami 15 kDa est plus rétentive et conduit a un eemeht de récupération des fructanes plus
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faible que la membrane Tami 50kDa. C’est pourquaisnavons choisi la membrane Tami 50

kDa pour I'étape de clarification du jus brut.

c. Etude de l'incidence des conditions opérata@rgda perméabilité de la Membrane Tami
50 kDa

Afin de se placer dans les conditions les plusrfavies lors de la production du jus
clarifié, nous avons testé l'incidence des paragsetpératoires sur la valeur du flux de

permeéation. Les tendances observées sont résumgetedr ableau 32.

Tableau 32 : Impacts des conditions opératoires sue flux lors de la filtration du jus brut préfiltr é sur
une membrane Tami 50 kDa.

Variable Valeurs testées Flux
Vitesse (m.s) 2,3,5 7
Pression (bar) 1,2,4
Température (°C) 20, 40, 60

Contrairement a ce qui a été observé dans le cafiltdations sur la membrane Tami
15 kDa, on constate que 'augmentation de la \atelgscirculation entraine une augmentation
du flux. Mais en raison de la production de moudzes le rétentat, due vraisemblable a la
présence de protéines, et d’un brunissement plpsriant de la solution, il n’est pas possible

de travailler & une vitesse supérieure & 3'm.s

Concernant I'impact de la pression transmembranaiogis n'avons pas observé
d’amélioration de la perméabilité entre 1 et 2 Wer contre le flux mesuré a 4 bar est

supérieur a celui obtenu a 2 bar.

Enfin, comme lors des filtrations de la solutiondale et du jus brut préfiltré sur la
membrane 15 kDa, 'augmentation de la températarmet, la encore, d’augmenter les flux

de perméation.
Sur la base de ces observations, les conditiomnues pour la clarification par

filtration sur la membrane Tami 50 kDa du jus lptéfiltré sont les suivantes :

Température : 60°C
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Pression transmembranaire : 1 bar

Vitesse de circulation : 3 m's

d. Production de jus clarifié

La clarification a été réalisée en batch et répéétex fois selon le protocole suivant :
4,6 L de jus brut préfiltré ont été placés danbde d’alimentation et afin que les couches
limites et dépbt de surface se stabilisent, perratattentat ont été recyclés pendant les 30
premiéres minutes de filtration. Ce laps de tengosilé, le perméat a été collecté séparément
entrainant dans le méme temps la concentratioet@éntat, le FRV final atteint étant égal a
2,6. Les évolutions du flux de perméation, du FRWe [I'extrait sec soluble (°Brix) du
perméat et du rétentat au cours de la productiojugielarifié sont présentées sur la Figure
56. On constate que le flux de perméation chutéaden continue avec 'augmentation du
FRV. A FRV 2, le flux atteint (40 L:ifm™®) est 2 fois plus faible que celui mesuré a FRV 1
(80 L.hH*.m?).
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Figure 56 : Evolutions du flux de perméation, du FR et de la composition (°Brix) du perméat et du
rétentat lors de la production de jus clarifié a patir du jus brut préfiltré (filtration tangentiell e sur
membrane Tami 50 kDa & 1 bar, 60°C, 3 m%.
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Au final, 5,7 L de jus clarifié ont ainsi été praidu Ce jus présente une concentration
en matiére séche égale & 1257gdt une turbidité de 12 3 NTU. La clarification a donc
permis d’abaisser de 10% la teneur en matiére sgothe 95% la turbidité du jus. Comme on
peut I'observer sur la Figure 57, le jus clarifie(méat) est transparent et orangé, alors que le

jus brut et le rétentat sont tres troubles et dietw brune.

Figure 57: Photos du jus brut préfiltré (), du perméat et du rétentat obtenus lors de I'étag de
clarification sur la membrane Tami 50 kDa.

D’aprés la Figure 56, la rétention de I'extrait sstuble global exprimé en °Brix
semble rester constante au cours de la concemtr&iio effet, ce parametre évolue de facon
similaire dans le rétentat et le perméat (courlagaligles). Cependant, si I'on s’intéresse a la
rétention des fructanes en fonction de leur DP¢canstate que cette derniere augmente avec
la concentration de la solution et ce d’autant gjue les DP sont élevés. D'aprés la Figure
58, on remarque que, tant que le FRV est inférieur d By a pas d'incidence de la
concentration sur le taux de rétention des fructal®geDP inférieur a 60. Par contre, lorsque le
DP est supérieur a 2, on observe une augmentatidauk de rétention des fructanes de DP

supérieur a 30.

Par conséquent, lors de la mise en ceuvre de céd@ar I'échelle industrielle, il
pourra s’avérer judicieux de travailler a FRV dardire de 1,5 en mode diafiltration. On aura
ainsi des flux de perméation supérieurs & 501nhet I'on pourra récupérer un maximum de
fructanes dans le perméat ce qui augmentera lemseat du procédé.
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Figure 58 : Evolution des profils de rétention dedructanes en fonction de leur DP au cours de la

concentration du jus brut préfiltré sur une membrane Tami 50 kDa. (Conditions de filtration : 1 bar,3
-1

m.s-, 60°C).

3. Production d’'une fraction riche en fructanes dehaut DP

Cet objectif est atteint en filtrant le jus clagifproduit au cours de I'étape précédente
sur une membrane Millipore 10kDa-CR. Contrairemantous les essais précédemment
réalisés sur ce type de membrane, la filtratiorcee fois mise en ceuvre dans des conditions
de filtration tangentielle en recyclant completeimknrétentat.Les évolutions du flux de
perméation, du FRV et de I'extrait sec soluble (XBdu perméat et du rétentat au cours de la
filtration du jus clarifié ainsi que les flux a da avant et aprés filtration du jus clarifié sont

présentées sur la Figure 59.

Comme au cours de I'étape précédente, on constaeleg flux de perméation
diminue au cours de la concentration. Ce flux, delte 28 L.i'm? & FRV 1, chute jusqu’a
7.2 LH'm?a FRV 6. Toutefois, dans le cas présent, a fail¥,Ha chute de flux est moins
importante que dans le cas de la membrane Tami 38 KA FRV 2, on observe
respectivement une chute de perméabilité de I'oddre30 et 50% respectivement pour les
membranes Millipore 10 kDa-CR et Tami 50 kDa. Desplon constate que le flux a I'eau
apres filtration de la solution, retrouve sa val@uitiale apres 45 min de filtration. On
confirme ainsi que sur ce type de membrane, le &ialge irréversible est nul. La réduction du

flux est liée aux phénomenes de polarisation gaccg€ntuent avec la concentration, a
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'augmentation de la pression osmotique qui rétluiforce motrice effective ainsi qu’a la
mise en place d’un dépbt de surface non stabilisé’glimine facilement par filtration d’eau.
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Figure 59 : Evolutions des flux de perméation, du RV et de la composition (°Brix) du perméat et du
rétentat lors de la filtration d’eau et de jus claifié (filtration tangentielle sur membrane Millipor e 10 kDa-
CR & 2 bar, 40°C, débit de circulation 5 L. mif).

L’évolution des profils de rétention des fructaeasfonction de leur DP au cours de

la concentration de la solution est présentéeashigure 60.

On observe ici une tendance inverse a celle obsdors de la filtration sur la
membrane Tami 50 kDa. La rétention des fructanesro@té lorsque la concentration
augmente. Au-dela du FRV 2, la rétention des fnetade DP inférieur a 25-30 est nulle.

Par conséquent, si I'on souhaite conserver dan®tentat les fructanes de DP
supérieur a 40, il est nécessaire de ne pas dépasseRV de 2 (la rétention de ce type de
fructanes reste alors supérieure a 70%), puis aeéder a une diafiltration pour éliminer les

structures de DP inférieur et purifier la fractiache en fructanes de haut DP.
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Figure 60 : Evolution des profils de rétention dedructanes en fonction de leur DP au cours de la
concentration du jus clarifié sur une membrane Millpore 10 kDa-CR (conditions de filtration : 2 bar,
40°C, débit d’alimentation 5 L.min'%).

4. Production d’'une fraction riche en fructanes deDP intermédiaire

Comme cela a été observé lors des essais surosolatidéle, cet objectif est atteint
en filtrant le perméat obtenu précédemment (per@atDa) sur une membrane Millipore 1
kDa-CR. Cette filtration est également mise en ceuvre enemadgentiel en recyclant
completement le rétentdies évolutions du flux de perméation, du FRV et’'detrait sec
soluble (°Brix) du perméat et du rétentat au caoleréa filtration du perméat 10 kDa ainsi que
les flux a I'eau avant et aprés filtration de lduson d’agavines sont présentés sur la Figure
61.

L’évolution du flux de perméation est similaire é@le observée sur la membrane
Millipore 10 kDa. Le flux chute progressivementdeL.H'.m?a FRV 1 & 1 LH.m? & FRV
4. Mais la perte de perméabilité est plus marquéedans le cas de la membrane Millipore
10 kDa-CR. A FRV 2, on observe respectivement ungecde permeéabilité de I'ordre de 70
et 30% pour les membranes Millipore 1 kDa-CR etkD&a-CR. Comme lors de I'étape
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précédente, on constate que le colmatage irréWensgh quasi nul. Les flux a I'eau avant et

apres filtration de la solution sont pratiquemege.
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Figure 61 : Evolutions des flux de perméation, du FRV et de l@omposition (°Brix) du perméat et du
rétentat lors de la filtration d’eau et de perméatl0 kDa (filtration tangentielle sur membrane Millipore 1
kDa-CR & 4 bar, 40°C, débit de circulation 5 L. mift).

En ce qui concerne les profils de rétention destdines en fonction de leur DP
présentés Figure 62, on constate également unatévokimilaire a celle remarquée lors de
la filtration sur membraneMillipore 10 kDa-CR. La rétention diminue lorsqua |
concentration augmente.

Il est important de noter qu'a FRV 2, la rétentchnsaccharose est de I'ordre de 30
% et celle des FOS de DP 9 est égale a 70 %. Raégoent si I'on veut retenir au maximum
les fructanes de DP compris entre 10 et 40, damsalgitions de débit acceptables, il faudra

travailler a un FRV de l'ordre de 2 a 2,5 en mdiiltration.
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Le perméat obtenu a l'issue de cette étape sdiseutbmme solution d’alimentation
pour I'étape suivante. Il renferme principalemees dructanes de DP inférieur a 10 c'est-a-

dire des FOS, du saccharose, du glucose et dow$eict

% de Rétention
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Figure 62 : Evolution des profils de rétention des fructanes erfonction de leur DP au cours de la
concentration du perméat 10 kDa sur une membrane Mipore 1 kDa-CR (conditions de filtration : 4 bar,
40°C, débit d’alimentation 5 L.min™)

5. Production d’'une fraction riche en FOS exempte @ sucres

pY

Cette derniere étape est importante puisqu’il ’dipbtenir, a partir du perméat
précédent, un concentrat de FOS exempt de monasatctiaridesLors de I'étude sur
solution modéle, nous avions réalisé des essaidiltdgtion en modefrontal sur une
membrane Osmonic GE Sep&H. Pour valider cette étape sur solution réeltys allons
utiliser cetteméme membrane dans un module de filtration tangéntiLes conditions
opératoires ont été fixées en se basant sur lesnreandations du fournisseur. Ainsi, nous
avons travaillé avec une pression transmembradairg0 bar, a une température de 60°C et

un débit de circulation de 5 L.min
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Les évolutions du flux de perméation, du FRV ef'égtrait sec soluble (°Brix) du
perméat et du rétentat au cours de la filtratiorpduméat 1 kDa ainsi que les flux a I'eau

avant et apres filtration de la solution de fruetasont présentés sur la Figure 63.
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Figure 63 : Evolutions des flux de perméation, du RV et de la composition (°Brix) du perméat et du
rétentat lors de la filtration d’eau et de perméatl kDa (filtration tangentielle sur membrane OsmonicGE
Sepd" GH & 10 bar, 40°C, débit de circulation 5 L. mift).

On remarqgue que, bien que la concentration ap@iésée jusqu’'a un FRV de 5,5, le
flux de perméation a peu chuté. Il varie de 6'nti* & FRV 1 & un peu moins de 4 .2 a4
FRV 5,5. Comme les membranes a base de CR, cettdoramee ne présente pas de fortes
interactions avec les constituants du mélangefiltes flux a I'eau avant et apres filtration

sont similaires et égaux & 10 .m?

En raison de la grande variété des structures @& grésents dans la solution et de
la saturation du détecteur ampérométrique de landip l'analyse des profils
chromatographiques n’a pas été simple. Il en résuie plus grande imprécision sur le calcul
des taux de rétention et par voie de conséqueese&violutions de ce parametre en fonction

de la concentration pas ne sont faciles a anatggeame on peut le constater sur la Figure 64.
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Toutefois, d’aprés cette figure, on observe undaane a 'augmentation des taux de
rétention avec 'augmentation du FRV. A FRV 5,5tdex de rétention du saccharose est
pratiguement de 100%. Par conséquent et sur ladeases résultats, si 'on souhaite éliminer
ce sucre du rétentat, il est préférable de mainterffRV entre 1 et 2,5 et de procéder a une

diafiltration pour éliminer le saccharose.
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Figure 64 : Evolution des profils de rétention dedructanes en fonction de leur DP au cours de la
concentration du perméat 1 kDa sur une membrane @sonic GE Sepd@" GH (conditions de filtration : 10
bar, 40°C, débit d’alimentation 5 L.min’%).

6. Conclusion

Les résultats obtenus au cours des essais réaliselution réelle confirment les
conclusions obtenues sur solution modele. Il estféet possible, suite a la mise en ceuvre
successive de 4 étapes de filtration sur membdae|arifier et de fractionner un jus brut
d’Agave tequilanafin d’obtenir 3 fractions renfermant respectiveinges fructanes de DP
élevés (>40), des fructanes de DP intermédiairesiP< 40) et des FOS exempts de mono

et disaccharides (DP<10). Toutefois en raison derésence dans la solution brute de
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molécules colmatantes inexistantes dans la solutitwdéle, I'étape de clarification
initialement prévue sur une membrane Tami 15 kDdu &tre réalisée sur une membrane
Tami 50 kDa.

Le schéma du procédé mis en ceuvre incluant un biktiere des différentes étapes
est présenté sur la Figure 65.

Jus brut 9,2 L
NTU 200+5
s’ ) MS 139 +1 g.Lt

Rétentat 3,5L

MS 160 +10 g.L2

Tami 50 kDa FRV26

Rétentat 0,6 L
Perméat 5,7 L 3,8 L—» Fractionnement —» MS 248 +3 g.L1

NTU 12 +3 FRV 6,3
MS 125 +1 g.L2 Millipore 10 kDa

Rétentat 0,8 L

Perméat32L ~ 30L Fractionnement > MS 25545 9.l
MS 99 +2 gLt FRV3,7

Millipore 1 kDa
Rétentat 0,4 L
Perméat2.2L > 19L Fractionnement MS 102 +1 g.L1

MS 47 +3g.L* Osmonic GE FRV 4,7
Sepa™ GH

Perméat 1,5 L
MS 27 +2 g.L 1

Figure 65 : Clarification et fractionnement du jusbrut d’ Agave tequilangpar une succession de filtrations
sur membranes. MS= concentration en matiére séchd-RV= facteur de réduction volumique.

A lissue de ces 4 étapes de filtration, la mateehe contenue dans le jus brut se
retrouve répartie dans 5 fractions :
* Le rétentat de la membrane Tami 50 k2d %
* Le rétentat de la membrane Millipore 10 kDE7:%
* Le rétentat de la membrane Millipore 1 kD26:%
» Le rétentat de la membrane Osmonic GE SepH : 6 %

* Le perméat de la membrane Osmonic GE Sd&pH :6 %
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En effet, a l'issue de la premiére étape de fittratsur la membrane Tami 50 kDa
(étape de clarification), nous avons obtenu 5,&u$ clarifié a partir de 9,2 L jus brut. Le
perméat obtenu renferme 125 {.lde matiére séche, principalement constituée par de
fructanes. Il est important de noter que bien qué $0% de la matiere seche initiale soient
retenus, la turbidité du perméat a été diviséelgarOn retrouve donc dans le rétentat, une
grande partie des composeés responsables de lditérue I'on souhaitait éliminer mais ce
rétentat renferme aussi des fructanes et des FO& étdpe de diafiltration est indispensable

si I'on souhaite améliorer les rendements de pribaioc

3,8 L de ce jus clarifié (perméat) ont ensuitefiti€s sur une membrane Millipore
10 kDa-CR ce qui nous a permis d’obtenir 3,2 L demgat et 0,6 L de rétentat. Le rétentat
enrichi en fructanes de DP>40 comme on peut leswgila Figure 66, renferme 248 g.tHe

matiére séche et le permeat 99°%.L

Osmonic GE;
Sepa™ GH

pl 1kDaCR 10 kDaCR

Réponse relative CLEAHP

10 20 30 40 50 60 70

Temps d’élution (min)

Figure 66 : Profils CLEAHP des rétentats obtenus lors du fractbnnement des fructanes digave tequilana
par filtrations successives sur membranes Milliporel0 et 1 kDa et Osmonic GE Sep¥ GH.
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Du perméat obtenu au cours de cette deuxiéme éBapent été filtrés sur une
membrane Millipore 1 kDa-CR, ce qui nous a permabignir 2,2 L de perméat et 0,8 L
rétentat. Comme on peut le constater sur la Fig6rece rétentat dont la concentration en
matiére séche est égale a 255g.(soit 26 % de la matiére séche initiale) contient

majoritairement des fructanes de DP intermédidige40).

Enfin, 1,9 L de perméat obtenus au cours de cetigidme étape ont été filtrés sur
une membrane Osmonic GE Sep&H afin d’obtenir une fraction enrichie en FOS.t Ce
objectif a été atteint comme on peut le voir suyuRé 66. Les 0,4 L de rétentat obtenu
présentent un extrait sec de 102 (soit 6 % de la matiére séche initiale) alors tpie
perméat (1,5L) contenant que 27 d.te matiére séche, est composé principalement de mo

et disaccharides.

Le fractionnement des fructanes contenus dans declarifié a donc été rendu
possible par la mise en ceuvre successive de 3sédgphitration. Toutefois, par manque de
temps, il ne nous a pas été possible d’étudieutdigation de ces fractions. Comme on peut
le voir sur la Figure 66outre les fructanes d’intérét, on retrouve dansjobdraction, des
fructanes de DP inférieur qu'il aurait été possitlléliminer par la mise en ceuvre de la

filtration en mode diafiltration.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travail s'inscrit dans le cadre d’'un projet deherche plus général dont I'objectif
principal est de proposer de nouvelles alternativBgtilisation des agaves cultivées dans les
régions arides et semi arides du Mexique, notamriagave pulquéro (utilisée pour la
production d’aguamiel et de pulque) efdave tequilana(utilisé pour la production de
Tequila) Il comprend a la fois un travail de caractérisationladenatiere premiéere, mais
également une étude des potentialités des techiaslagembranaires pour le fractionnement

et la purification industrielle des fructanes, pipaux composeés d’intéréts des jus d’agave.

Nous avons en effet pu montrer que I'aguamiel,gb®enu par grattage bi-quotidien
pendant 4 a 6 mois des cceurs d’agave pulquéro @satcontient 11,5% (p/p) de matiére
séche constituée principalement par des sucres @r48% de fructose, 39% de glucose et
13% de saccharose), des fructanes (10%), des mpesté3%) et des sels minéraux (3% dont
principalement du potassium et du calcium). Malgpéelgues petites variations, la
composition de I'aguamiel est stable tout au loedadpériode de production. L'absence de
variabilité dans la composition de cette matieenpere devrait faciliter sa commercialisation

a I'’échelle industrielle sous forme de boissons.

L’aguamiel contient également & 0,3 §.H’'acides aminés libres parmi lesquels on
retrouve tous les AA essentiels a I'exception demléthionine. La présence d'acige
aminobutyriqgue (GABA) connu comme étant le printipaurotransmetteur inhibiteur du
systtme nerveux sympathique a été mise en évidehcestimée & 26 mglL Ces
concentrations sont suffisantes pour considéreguliniel comme une matiére premiere
d’intérét pour I'élaboration de boissons fonctiollese Toutefois, en raison de la présence
d’enzymes hydrolytiques (invertase, inulinase...)jdats actives méme aprés 5 mois de
stockage a -18°C, il est conseillé pour conseraasd’aguamiel des fructanes de haut DP, de
prévoir un traitement d’inactivation adéquat powuite¥ toute dégradation enzymatique post-

récolte et conserver au jus toutes ses qualitégionnelles.
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Cependant si la production industrielle de boisstase d’aguamiel est envisageable
et attractive commercialement, la rentabilité éenigme d’'un procédé de purification de
composes d'intérét tels que les fructanes par tdogie membranaire a partir de cette
matiere premiére risque d’étre limitée en raisorlad@ible concentration de ces composés
dans I'aguamiel. C’est pourquoi nous nous sommggdaases a I'extraction des fructanes a
partir des coeurs d’agave pulquéro et nous les sasvmparés a ceux extraiAgave

tequilana

Nous avons ainsi pu observer, en comparant la otrat®n en fructanes d’extraits
de cceur d'agave pulquéro pris en début et en fitaderoduction d’aguamiel, que cette
concentration chute au cours du temps de 21'g%k®,5 g.kd. Il a été également mis en
évidence une migration des fructanes des feuilkgs e coeur d’agave. Par conséquent, les
cceurs d’'agave en fin de production d’aguamieljuggu’a ce jour sont abandonnés dans les
champs, pourraient étre utilisés pour I'extractitenfructanes, cela permettra d’augmenter la

rentabilité de cette activité.

Nous avons réalisé des analyses de compositioa stracture des fructanes extraits
des cceurs d'agave. Les résultats obtenus ont miévielence la présence dans I'extrait
d’agave pulquéro de structures de type inulineullwe et agavineEn raison de la
complexité des structures présentes, il n'a paspéssible de séparer parfaitement les
fructanes des agaves par chromatographie liquidge hperformance d’échange d’anions
(CLEAHP) sur systeme Dionex avec une détection aompétrique pulsée et ce malgré la
mise au point d'un gradient spécifique. Toutefeisiégré de séparation obtenu a été suffisant
pour caracteériser les échantillons de jus d’agaweedpart et évaluer l'efficacité des étapes de

séparation membranaire lors du fractionnement gagiges d’autre part.

La séparation des agavines par paquets correspoadan DRoyen en CLEAHP,
nous a ainsi permis de donner les profils de pspatisité des fructanes. Les JaRdes
fructanes d’agave pulquéroAtjave tequilana ont été estimés respectivement &t 3den

comparaison a des témoins de fructo-oligosaccha(il®S) et d’inuline commerciale

Comme les extraits de coceuAdave tequilanaenferment des fructanes présentant

une plus large polydispersité (DP de 3 a 80), lsenaiu point d'un procédé de fractionnement
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des fructanes d’agave par technique a membrank réaltsée sur cette matiére premiére et a
fait I'objet de la seconde partie de cette thése.

Des premiers essais de filtration d’'une solutiondele d’agavine préparée a partir
d’'une poudre commerciale (FRUCTAGAVE PR-95) nousparmis d’identifier les
membranes susceptibles de correspondre aux objdetiséparation fixés, a savoir préparer a
partir d’'un mélange de fructanes, trois fractioesfermant respectivement des fructanes de
haut DP (DP>40), des fructanes de DP intermédia(fH3<DP<40) et des fructo-
oligosaccharides (FOS) dont le DP est inférieurOanmiais ne contenant plus de mono et
disaccharides. Puis les résultats obtenus suri@olotodeles ont été validés par des essais de

filtration de jus brut dAgave tequilana.

Les premiers résultats ont montré qu’il n'est passible sur la seule base des
informations données par les fabricants de membraeeprévoir les performances d’'une
opération de filtration. En effet des essais deation d’'une solution modele a 2 % d’agavine
réalisés sur 5 membranes organiques élaboréestia ggan méme polymére (PES) et
affichant un méme seuil de coupure nominal (10 kiv@)montré que les valeurs de flux de
perméation mesurés a FRV 1,05, varient de 17 & l1#8.m% Le % de colmatage
irréversible est lui aussi trés différent d’'une nbeame a 'autre et on a méme constaté que la
membrane la plus perméable présente le méme %laatege (57%) que la membrane la
moins permeéable. La réalisation d’'une étude a é#eldu laboratoire est donc indispensable

avant d’envisager tout investissement dans un géoogéembranaire.

A l'issue des différents essais de filtration ré&di, nous avons retenu 4 membranes

dont la mise en ceuvre successive a permis de repambs objectifs.

Il a été ainsi envisagé dans un premier temps aléfiet la solution d’agavine sur
une membrane Tami 15 kDa afin de retenir les coggasacromoléculaires. Cependant lors
des essais sur solution réelle, la présence deas#apolmatants inexistant dans la solution
modéle nous a conduit a choisir une membrane deatia de pore supérieur a savoir une

membrane Tami 50 kDa.

Le jus clarifié refermant principalement des frnets a été ensuite fractionné par la

mise en ceuvre successive de 3 étapes de filtratioomembrane. La premiere membrane
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mise en ceuvre est une membrane Millipore 10 kDadgfRa seconde une membrane
Millipore 1 kDa-CR. Ces 2 membranes ont été cheisieraison de leur sélectivité mais aussi
en raison de leur nature chimique. La cellulose&mégée ne présente pas ou presque pas
d’interactions avec les composés polysaccharidiquesur la derniére étape, visant
I'élimination des mono et disaccharides des FO®, membrane d'ultrafiltration basse a été
retenue a savoir la membrane Osmonic GE 'S&id.

Ainsi nous avons pu obtenir a partir d’une solutdmn jus brut dAgave tequilana
produit industriellement:

* une fraction enrichie en fructanes de haut DP ([2B)>orrespondant au
rétentat de la membrane Millipore 10 kDa-CR

* une fraction enrichie en fructanes de DP intermexlig10<DP<40)
correspondant au rétentat de la membrane MillifdtBa-CR.

* une fraction enrichie en FOS correspondant au taitee la membrane
Osmonic GE SepaGH.

La derniére fraction (le perméat de la membrane dd&nGE Sepa GH riche en mono et
disaccharides) présente un intérét économique m®inthis pourra tout de méme étre
valorisée en raison de son pouvoir sucrant naturel.

Les résultats majeurs acquis au cours de cettee étaticernant a la fois la
connaissance de la matiere premiéere et les pdigggides techniques membranaires en vue
de la valorisation de celle-ci permettent d'orientes recherches futures selon 2 axes
principaux concernant les aspects procédés d'urieepées aspects matiere premiére d’autre
part.

Tout d’abord I'étude du procédé doit étre poursiBi les objectifs fixés pour cette
étude ont bien été atteints, il reste encore duairaa réaliser pour valider son intérét

industriel.

En effet, les différentes fractions obtenues nd¢ pas pures. Par manque de temps il
n'a pas été possible de réaliser des essais en diafikration. Or ce mode de conduite
devrait permettre d’améliorer la qualité des priglat les rendements d’extraction. Des essais

devront donc étre réalisés en ce sens.
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De méme, si I'étape de clarification et en part@ul’incidence des parametres
opératoires sur les performances de cette étapétérétudiés de facon plus approfondie, ce
n'est pas le cas des autres étapes. Ces etudemtldonc étre envisagées afin de déterminer

les conditions optimales de fonctionnement pouceha de ces filtrations tangentielles.

De plus, il sera également nécessaire de comptetiee étude de faisabilité a
I'échelle du laboratoire par une étude de modétisaet simulation en vue d'établir le
dimensionnement de l'installation a I'échelle intlietle.

Enfin, une étude de colt sera nécessaire pourenaluentabilité du procédé et son
intérét économique. Les colts de production dasdnes devront étre comparés a ceux des

procédeés existants.

Concernant la matiére premiére, nous nous sommete ldans le cadre de cette
étude a 2 variétés d’'agave : I'agave pulguéroAgdie tequilanaOr il existe au Mexique,
d’autres variétés de plantes adaptées aux conslitbmatiques des zones arides et semi-
arides qui stockent également leur réserve énqugetous forme de fructanes. Grace aux
connaissances acquises ici, il va étre possibledercher si parmi ces plantes, il n’en existe
pas de plus intéressantes vis-a-vis de la produdgofructanes. Cela favoriserait le maintien
ou le retour a la terre de cultivateurs assurésegaal’intérét économique des fructanes, de

revenus financiers suffisants.

Par ailleurs, nous avons mis en évidence la corniplebes structures des fructanes
issus d’agave. Par manque de temps, cette étudpun&re menée a son terme. Il serait
intéressant sur le plan analytique de pouvoir ristés différents types de fructanes afin de les
caractériser au mieux mais surtout d’identifierréepropriétés spécifiques et notamment
rhéologiques. Cela devrait permettre a terme davéo pour ce type de molécules de
nouvelles applications dont I'intérét économiquafoaterait les besoins et la rentabilité du

procédé membranaire de purification mis en place.
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Caractérisation del’aguamiel et fractionnement desfructanesdejus

d’agave par technologie membranaire
RESUME

Cette étude a été entreprise afin de trouver deatie@s voies de valorisation des agaves dont
la culture est indispensable a I'économie et ailemnement du Mexique. Elle comprend a la fois un
travail de caractérisation de la matiére premiéxguémiel et extraits de cceurs d’agave) mais
également une étude des potentialités des techiaslogembranaires en vue du fractionnement et de
la purification industrielle de fructanes.

Il a été vérifié que I'aguamiel, jus renfermantngipalement par des sucres (67% de I'extrait
sec) et un peu de fructanes (10% de I'extrait pecit étre considéré comme une matiere premiere
d’'intérét pour I'élaboration de boissons fonctiolte® en raison de la présence, outre les fructanes,
d’acides aminés essentiels libres et d’agideninobutyriqgue (GABA).

Les fructanes extraits directement des coeurs dagalquéro et digave tequilanasont
constitués d’un mélange de structures de typeriaulévane et graminane branché appelé ici agavine.
Le degré de polymérisation maximal (RP des fructanes, déterminé par chromatographiediéqu
haute performance d’échange d’'anions (CLEAHP) espectivement égal & de 25 pour les fructanes
d’agave pulquéro et a 80 pour ceux deggive tequilana.

Un procédé de séparation sur membrane impliquatdges de filtration successives a été mis
au point et a permis de préparer a partir d’'un ngdale fructanes extrait de cceurdgiive tequilana
3 fractions renfermant respectivement des fructadeeshaut DP (DP>40), des fructanes de DP
intermédiaires (10<DP<40) et des fructo-oligosaddes (FOS) dont le DP est inférieur a 10 et ne
contenant plus de mono et disaccharides.

Mots clés; Jus d'Agave, Aguamiel, fructanes, fructo-oligosacies, agavines, ultrafiltration,
clarification, fractionnement.

Characterization of the aguamiel (agave sweet sap) and

fractionation of fructans of the agave juice by membrane technology
ABSTRACT

This study was conducted in order to provide newosfunities to use agaves, their cultivar
being essential to the economy and the environth@néservation of Mexico. The study consists
both in a general characterization of raw mater{alpuamiel and agave heart’'s extracts) and the
assessment of the potential of membrane technalotye fractionation and purification of fructans
from this raw material.

This study shows that the aguamiel, a juice congbasainly of sugars (67% of the dry
material) and fructans (10% of the dry material) t& of interest for the production of functional
drinks, not only for the presence of fructans s &ecause it contains free essential amino aeids
y-aminobutyric acid (GABA). The fructans extractededtly from agave pulquero andgave
tequilana hearts consist of a mixture of structures of tjeetof inulins, levans and branched
graminans known as agavins.

The maximal degree of polymerization (RP of fructans, determined by anion-exchange
high performance liquid chromatography is 80 and f@b the Agave tequilanaand pulquero
respectively. A mixture of fructans obtained frohetheart extracts ohgave tequilanahas been
subjected to a membrane separation process ingofour successive filtrations optimized to extract
fructans with high (>40), intermediate (10<DP<4@ddow (<10; fructo-oligosaccharides (FOS))
degrees of polymerization.

Key words ; Agave juice, Aguamiel, fructans, fructo-oligosacaities, agavins, ultrafiltration,
clarification, fructan fractionning



