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Polysaccharides dans I’industrie alimentaire
m Origine
plantes (cellulose, pectine, amidon)
algues (agar-agar, alginate, carraghénine)
bactéries (alginate, gomme Gellan, gomme xanthane)
m Utilisation

emulsifs, agents gélatinisants, stabilisants ou épaississants

m Loi des aliments et drogues, Additifs alimentaires, Tableau IV
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Produits laitiers fermenteés

m [a varieté est fonction de : m Types
lait yogourt
ferment bactérien fromage
additifs kéfir
procede

m Demandes du consommateur ®m Additifs dans le yogourt

faible en sucre Canada
faible ou allégé en gras = amidon (modifié)
. , ti
texture lisse et crémeuse " peCHie
s e , .. = alginate
qqantlte mlnlmale d’additifs . oélatine
alimentaires
Europe

m stabilisants d’origine végétale ou
animale défendus

m EPS de bactéries lactiques
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Diversité des hétéropolysaccharides

m Structure primaire
nombre de residus

identite des résidus : hexoses, dérivés désoxy, dérives amino,
derives uroniques, pentoses, polyols, etc.

configuration absolue : Dou L
configuration anomérique : o ou 3
forme cyclique : pyranose ou furanose
liens glycosidiques
substituants

m Masse moléculaire

m Conformation

m Relations structure-proprietes
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Biosynthese des EPS

m Activation des sucres

m Polymerisation de ’unité répétitive

glycosyltransferases

m premicre
m Translocation
m Polym¢érisation de I’EPS

m D¢termination de la longueur de chaine

Gram-positive

-
”, N Call wall (peptidoglycan and
< lipoteichoic acid)

Ruas-Madiedo, de los Reyes-Gavilan (2005) T~ Giycocalyx (GPS and EFS)
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Meéthodes de détermination de structure

Déterminer
Déterminer

Déterminer

Déterminer
résidu

Déterminer
Déterminer

Déterminer

Déterminer

Isoler et purifier le polysaccharide

la composition des résidus glycosidiques
la configuration absolue de chaque résidu
les positions des liens glycosidiques

la configuration anomérique de chaque

la forme cyclique de chaque résidu
la séquence
les points d’attachement des substituants

la structure secondaire
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Culture bactérienne

m Optimisation
source de carbone
source d’azote
temperature
pH
oxygene
agitation



Production et purification

m Milieu défini

souche congelée
préculture

culture en fermenteur
m avec contrdle de pH, avec agitation

chauffage

centrifugation
m ¢liminer cellules

ultrafiltration
précipitation
m éthanol

centrifugation
m conserver culot

dialyse
précipitation
. TCA

centrifugation
B conserver surnageant

dialyse
lyophilisation
filtration sur gel

m Lait

souche congelée
préculture
culture en bouteille
m sans contrdle de pH, sans agitation
chauffage
précipitation
s TCA
centrifugation
B conserver sumageant
précipitation
m acétone
centrifugation
m conserver culot
extraction
m phénol/chloroforme/alcool isoamylique
lavage
m chloroforme/alcool isoamylique
précipitation
m acétone
centrifugation
m conserver culot
dialyse
lyophilisation
filtration sur gel
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Techniques de caractérisation structurale

m RMN a haute résolution 1D et 2D
1H, 13C, 31P
m D¢érivations chimiques

m Chromatographie
TLC, GC, HPLC, GPC

B Spectromeétrie de masse

m Analyse ¢lementaire (C, H, N, S et P)
m Modifications chimiques

m Polarimétrie

m Diffusion de la lumicre

m Mod¢lisation moléculaire
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Détection des carbohydrates

m Dosage général pour les carbohydrates

dosage au phénol/acide sulfurique

m ¢chantillon + phénol 5% + acide sulfurique, absorbance a 490 nm (Dubois et al.,
1956)

m Autres
detection ¢lectrochimique (bonne sensibilite)
refractometre (sensibilite faible)

dérivation : UV ou fluorescence
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Composition des résidus glycosidiques
O Etapes

Couper les liens glycosidiques
m hydrolyse
m  méthanolyse

Séparer les monosaccharides
m ¢change d’ions (HPAEC)
m preparation des glycosides de méthyle triméthylsilyles et GC

m préparation des acétates d’alditols et GC
m ¢lectrophorese (FACE)
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Glycosides de méthyle triméthylsilylés

HOGH TMSOGH,

HO Q TMSO Q
HO TMSO
OH “ocH;, TMSO "ocH,
(CHg)3SiX
E— + formes furanose
? 7
CH50C CH50C
HO Q TMSO Q
HO TMSO

OH “ocH;, TMSO  *0ocH,
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Acétates d’alditols

CH>OH
oH H——OH
NaBH
HO O ) > HO——H borate éliminé avec
HO NH,OH H——OH meéthanol/acide acétique
glucose CH,OH
monosaccharide hydrolysé glucitol
monosaccharide réduit
C HQOAC
H——OAc
AC2O AcO——H
>
pyridine H——COAc
H——OAc
C HQOAC

acétate d'alditol volatil
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Stéréochimie des résidus glycosidiques

CH,OTMS TMSOCH,
O O
OTMS OCHj CH40 TMSO
TMSO OTMS
OTMS OTMS
D-glucoside de méthyle L-glucoside de méthyle

Enantiomeéres : propriétés physiques identiques, inséparables

CH,OTMS CHs TMSOCH,
0O CH, CH, 0O
OTMS O—CH HC—O TMSO
TMSO CH, CHj OTMS
OTMS CHj OTMS
D-glucoside de (—)-2-butyle L-glucoside de (—)-2-butyle

Diastéréoisomeres : propriétés physiques différentes, s€parables
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Lactobacillus helveticus
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1 | |
| J )

3 6 2
—4)-B-D-GlepNAc-(1—3)-0-D-Galp-(1—4)-B-L-Rhap-(1—4)-B-D-Glep-(1—

6

|

2-aminoethanol—P



"
Composition

m Analyse ¢lémentaire

1 présence de

m N : sucres amings .
Les polysaccharides sont treés hygroscopiques :

S : sulfat
. sulfates prévoir n H,O dans la formule brute

m P : phosphates

m RMN du3'P
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Composition en sucres

o-L-Rhap B-D-Galp o-L-Rhap
1 1 |
% e
—54)-B-D-GlepNAc-(1—33)-0-D-Galp-(1—4)-B-L-Rhap-(1—4)-B-D-Glep-(1—
6
|

2-aminoethanol—P

Premicre €tape : dépolymerisation

hydrolyse : TFA méthanolyse : HCI/MeOH
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TLC

hydrolyse : HCl 2 N, 100°C (pression atmosphérique), 2 h

support : plaque 20 x 20 cm gel de silice 60 F,5, de Merck
solvant : chloroforme/acide acétique/eau 44:47:3
migration : 3 passages

avantage : rapide
désavantages : non quantitatif, faible résolution



Glycosides de méthyle peracétylés

acétylation : Ac,O/pyridine

GC (EI-MS, CI-MS)
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GC

Glycosides de methyle peracétyles

10000 — Gal-O-Me

Intensité

injecteur : split 225 °C
colonne : DB-5

programme : 140-210-270 °C
détecteur : FID 250 °C

] Rha O-Me Glec-O-Me GlcNAc-O-Me

5 10 15 20 25 30

Temps de rétention (min)

avantages : méthode douce, bonne sensibilité, bonne résolution
désavantage : nombreux pics




Acétates d’alditols

réduction : NaBH,/NH,OH

acétylation : Ac,O/pyridine

GC (EI-MS, CI-MS)
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GC

Acétates d’alditols

Gal

Glc

injecteur : split 225 °C
colonne : DB-5

programme : 140-210-270 °C
détecteur : FID 250 °C

GlcNAc

] Rha

@ 3000 —|
= :
c

Q -
= i
- 2000 —

1000 —“r \ . A AN
1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1
5 10 15

Temps de rétention (min)

avantages : peu de pics, bonne sensibilite, trés bonne résolution

désavantage : laborieux




Acétates d’alditols désaminés

désamination : NaNO,/CH;COOH -

reduction : NaBH,/NH,OH

HO
HO Q
HO OH
NH,

NaNOQlCH;;,COOH acétylation : Ac,O/pyridine

HO HO
NaBH,
0 > 0
HO NH,oH — HO
HO CHO HO OH

GC (EI-MS, CI-MS)
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GC

Acétates d’alditols désaminés

4000
i injecteur : split 225 °C
colonne : DB-5
Q2 3000 — programme : 140-210-270 °C
a i détecteur : FID 250 °C
o 2,5-An-Man-6-P
£ 2000 — Gal
2,5-An-Man
- _— Glc ’\
1000 —
) I ) ) ) ) I ) ) ) ) I ) ) ) ) I ) ) ) ) I ) ) ) ) I ) ) ) ) I ) ) ) ) I ) ) )
5 10 15 20 25 30 35 40

Temps de rétention (min)
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Configuration absolue

- polarimétrie
avantage : simple

désavantage : peu sensible

derive chiral : (+) ou (—)-2-octanolyse

acétylation : Ac,O/pyridine

avantage : bonne sensibilité

désavantage : laborieux, nombreux pics




Position des liens glycosidiques

0 OH

Deuxieme é€tape : N-acétylation

Premiere etape : méthylation

I KH (“) CHsl
CH3SCH3 — > CH3SCH2_K+ — >
DMSO
NaOH CHgl
_— —>
DMSO
i

O/
O—
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-
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Acétates d’alditols partiellement méthylés

hydrolyse : TFA2 M

réduction : NaBH,/NH,OH acétylation : Ac,O/pyridine

GC (EI-MS, CI-MS)
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GC

Accétates d’alditols partiellement méthylés

s ll: injecteur : split 225 °C

g L i colonne : DB-5

o ' programme : 140-200-230 °C
9 " .i détecteur : FID 250 °C

t2,3,6-Glc

2,3,4,6-Gal
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Spectres de masse

HDCOAc HDCOAc
305
_ H——OMe H——OMe
MeO—t+—H AcO—t—H
e _162 / P
MeO—t—H MeO——H
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n N ) L
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Spectre de RMN du 'H 1D

HOD
anomerique meéthyle
7 résidus Ac 3 Rha
; J
GFE U
A
D
h W J _
I|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIIII
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

ppm
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Configuration des sucres

OH OH
OH
HO 3 3 o) OH
HO OH HO OH HO
OH OH HO
OH
B-D-glucose B-D-galactose B-L-rhamnose
OH OH
OH OH
@)
HO Q O
HO HO HO
OH OH HO
OH OH OH

o-D-glucose o-D-galactose o-L-thamnose
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Spectre de RMN du 3C 1D

carbonyle  anomérique méthyle

" !

r1 71 1. 1 1.1 71T T T T T T T T T T T T T 1
180 175 110105100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15

ppm ppm
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COSY 2D

corrélations entre protons couplés
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TOCSY 2D (temps de meélange : 125 ms)

corr¢lations proton-proton dans un méme systeme de spins
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corr¢lations carbone-proton

HETCOR 2D
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HMBC 2D

corr¢lations proton-carbone a longue distance
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% o
—54)-B-D-GlcpNAc-(1—33)-0-D-Galp-(1—34)-B-L-Rhap-(1—>4)-B-D-Glep-(1—
6 C F D B

2-aminoethanol —P
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NOESY 2D (temps de mélange : 300 ms)

corré¢lations proton-proton dans 1’espace
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Diversité chez Lactobacillus helveticus

TY1-2 (oc-D-Gaillp)o.s TN-4, Lh59
i
—56)-B-D-Glep-(1-33)-B-D-Glep-(1-36)-0-D-GlepNAc—(1-33)-B-D-Galp-(1— B-D-Galp-(1—34)-B-D-Glep
! i
B-D-Galp-(1—4)-B-D-Glcp —33)-0t-D-Galp-(1—33)-0-D-Glep-(1—33)-B-D-Glep-(1-35)-B-D-Galf-(1—
Yamamoto, Murosaki, Yamauchi, Kato, Sone (1994) Yamamoto, Nunome, Yamauchi, Kato, Sone (1995); Stingele, Lemoine, Neeser (1997)
766 B'D'Gflllf 2091
5
—53)-B-D-Glep-(1—4)-B-D-Glep-(1-56)-0i-D-Glep-(1—36)-0-D-Galp-(1—6)-0-D-Glep-(1— B-D-Galp
Robijn, Thomas, Haas, van den Berg, Kamerling, Vliegenthart (1995) i

6
—56)-B-D-Galp-(1—4)-0-D-Galp-(1—33)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-Glcp-(1—6)-B-D-Glep-(1—
Staaf, Widmalm, Yang, Huttunen (1996)

Lbl6l B-D-G}Cp B-D-G}Cp B-D-Gfillp K16
% % i
—54)-a-D-Glep-(1—4)-B-D-Galp-(1-33)-0-D-Galp-(1—2)-0-D-Glep-(1—3)-B-D-Glep-(1— B-D-Glep-(1—2)-B-D-Glep
Staaf, Yang, Huttunen, Widmalm (2000) il,

6
—>4)-B-D-Glep-(1—4)-0-D-Glep-(1—4)-B-D-Galp-(1—
Yang, Staaf, Huttunen, Widmalm (2000)

NCC2745 B-D-Galp-(1—6)-a-D-Glcp oc-L-Rll1ap B-D-Galllp a_L_R}llap
1
¢ % : !
6
—3)-B-D-Galf-(153)-0-D-Galp-(1—6)-0-D-Glep-(1—3)-p-D-Glep-(1— —>4)-B-D-Gé<:pNAC-(H3)-Ot—D-Galp-(1—>4)-B-L-Rhap-(1—>4)-I3-D-GICP-(1—>

Jolly, Newell, Porcelli, Vincent, Stingele (2002)

2-aminoethanol—P
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Lactobacillus rhamnosus
OH
Hooc:/%o " 1
0 H O
0 . e} OH
OH H o 3
OH OH
H oH o)
OH
OH
H;C 6
i HOZC><4 a_D_Gilp
l
2

—53)-0i-L-Rhap-(1—3)-B-D-Glcp-(1—33)-0-L-Rhap-(1—3)-0-L-Rhap-( 1 —3)-0-L-Rhap-(1—32)-0-D-Glep-(1—>

Van Calsteren, Pau-Roblot, Bégin, Roy (2002)



Modification chimique

OH

Lactobacillus rhamnosus o
HOOC/IV Z

@% %

oxydatlon 10,~
réduction : NaBH,

§/
OH H A Z
OH
OH OH
OH O

oH OH

HOp\ oH 0
OH
- OH
-0
OH

hydrolyse
%( réduction : NaBH,

ESI-MS, ESI-CID-MS/MS

Résultat attendu : [M + Na]* m/z 861



Spectres de masse

o-L-Rhap-(1—3)-B-D-Glcp-(1—3)-a-L-Rhap-(1—3)-a-L-Rhap-(1—-3)-a-L-Rhap-(1—2)-Glycérol

Yy
715.2
OH
H
H OH
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- |
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0 T I T I T JI T I LI I T L I T I T I
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600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

m/z

Cy
641.2




Formation de I’acétal cyclique

H
0-L-Rhap-(1—3)-B-D-Glep-(1—33)-a-L-Rhap-(1—33)-0-L-Rhap-(1—3)-0-L-Rhap-(1— —L

477 1

OH

OH

<;
By
623.2

HOA/O

HO

Q
H*

C

5
787.2 C
H {
c, M 5
641.2 0

Wﬁ

OH

769.2

o

oOH

o

CH,OH

HpOH

6]

CH,CH
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Perméation sur gel

80

Colonnes Shodex OHpak : 1a
KB-802.5: 8.5 x 103 Da T
KB-805 :2 x 10° Da
KB-806M : 1 x 107 Da

\l
o
|

Calibration :
standards de dextran

Temps de rétention (min)
3
|

Détection :
indice de réfraction
50

diffusion de la lumiere 1000 S '”1'cl>c')oo S '”1'0'0'000 S ”1'c;c'>c')ooo '
Masse molaire (Da)



Diffusion de la lumiere

CNRZ32
||7 = UV absorbance data [V - differential refractive index data [v' - molar mass, peak number 1 I
]
t -8.0x10®
0.0025-
H
1
1
i
i
0.0020
! 16.0x10°®
|l e
! g
]
= 2
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2 0.0015 \ 2
@ 2
o S
§ <8
o 4.0x10 © =
5 3
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o 3
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x
E
=
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0.0000-
1-0.0
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0
time (min)

MALS

molar mass (g/mol)

molar mass vs. time

||7 — ONRZ32 C.G. 1.25 mg-ml norm 31-10-2007 1-11-2007 |

6.0x10%

4.0x10%

2.0x10%

0.0

28.0 30.0 32.0 34.0

time (min)

M,, (Da)

1.638x105 (0.6%)

R, (nm)

15.1 (13%)

M,/M

1.514 (2%)
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Propriétés rhéologiques
m Masse moléculaire

m Compacité

branchements
m Rigidite de la chaine
B(1-4) > B(1-3), P(1-2) >> (1-6)

o plus flexible

o-L-Rhap B-D-Galp o-L-Rhap
1 | |
\ ! )
3 6 2
n Charge —>4)-B-D-GécpNAc-(1%3)-06-D-Galp-(1—>4)-B-L-Rhap-(1—)4)-B-D-Glcp-(1—>

|
neutre 2-aminoethanol—P

m Viscosité
négative

m ¢lasticité
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Rétention d’eau dans le fromage

] Mozzarella falble en gras Streptococcus thermophilus MR-1C

Combinaison de ferments Niveau d'hydratation du fromage (%)’

Essai 1 Essai 2 Essai 3
S. thermophilus MR-1C + L. helveticus LH100 61200 628+0.5 61.8+04
S. thermophilus DM10 + L. helveticus LH100 57.7+0.2 588+0.5 588+0.1

“ Moyennes de deux échantillons + écarts types.

Low, Ahlgren, Horne, McMahon, Oberg, Broadbent (1998)

deadd  epad B O I} K i 4L

d—wwmmmwmm—w—«ﬂm—-r

Ris Pl BT GTF= Pal  GTE |.||L R Link STr ]| MTr

Broadbent, McMahon, Welker, Oberg, Moineau (2003)
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Propriétés anti-inflammatoires

m Induction de la production m Synergie avec le LPS dans la
d’IL-10 production d’IL-10
m Pas d’induction de la m Inhibition de la production

production d’IL-12 d’IL-12
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