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Certaines bactéries lactiques du vin libérent des polysaccharides qui induisent
une importante élévation de viscosité. Elles sont responsables d'une maladie appelée
maladie de la «graisse» ou des vins «filants» décrite pour la premiere fois par PAS-
TEUR (1866). Au début du siecle, GAYON (1900) puis LABORDE (1904) se sont inté-
ressés a l'isolement de ces bactéries et a la nature des colloides produits.

En 1988, LONVAUD-FUNEL et JOYEUX ont isolé et identifi¢ quelques souches
de bactéries lactiques du genre Pediococcus et reproduit la maladie sur milieu
modele. Nous rapportons ici la purification et la structure moléculaire du polysaccha-
ride produit par ces souches ainsi que les conditions de culture favorisant sa biosyn-
thése (LLAUBERES, 1988).

I — PRODUCTION DU POLYSACCHARIDE

Les souches de pédiocoques isolées de vins filants (LONVAUD, 1986) sont cuiti-
vées sur milieu de Carr modifié, contenant 5 g de glucose par litre. Les polysacchari-
des sont dosés par chromatographie liquide haute pression de tamisage moléculaire
(DUBOURDIEU et al., 1986).

La figure 1 représente la quantité de polysaccharides libérés, 'augmentation de
viscosité du milieu et les paramétres de la culture. La teneur en polysaccharides aprés
10 jours de culture est de 'ordre de plusieurs dizaines de mg par litre et I'augmentation
de viscosité relative correspondante est considérable.

Les teneurs en polysaccharides dépendent de la nature et de la concentration de
la source carbonée utilisée comme substrat énergétique. Ainsi, sur milieu modele ou le
glucose est remplacé par du fructose, un mélange d'autres oses ou en |'absence de
sucre, la production de polysaccharides exocellulaires est limitée et 'augmentation de
viscosité de la culture faible. La production de mucilage visqueux par ces souches de
pédiocoques apparait donc associée a un développement sur glucose.



A Population Acid Glucose consommé (g/l) 4 A 4
cide malique consommé (g/l) | - £ Q
(log cell/ml) 9 (Ag).- 5130 % L 180
- (7)’ @
a Lo
,‘é
60 3160
s
-40 +140
20 -120
100

0 2 6 10

Temps (jours)

Fig. 1. — Culture de Pediococcus sp. sur glucose (5 g/l).
Variation de la population viable ( @ ), des consommations en acide malique ( A ) et en glucose ( O ),
de la viscosité relative ( B ) et de la production de polysaccharides ( O ).

I — PURIFICATION

Aprés douze jours de culture, les bactéries sont éliminées par centrifugation
(7500 g, 20 mn) et les polysaccharides du milieu sont isolés par précipitation et lava-
ges a I'éthanol ou par dialyse. Redissous dans 'eau par traitements aux ultra-sons, ils
sont purifiés par chromatographie d’échange anionique (DEAE Sépharose CL 6 B).

Les analyses colorimétriques des sucres (méthode au phénol sulfurique) et des
protéines (Lowry) du polysaccharide neutre ainsi que la détermination des oses mono-
meéres apres hydrolyse acide et chromatographie en phase gazeuse sous forme de
dérivés silylés montrent gu'il s’agit d’un glucane.

Son poids moléculaire moyen déterminé par tamisage moléculaire (Séphacryl
S400) est voisin de 800000 Dalton.

Il — STRUCTURE MOLECULAIRE

L’étude de la structure moléculaire s'appuie sur plusieurs techniques physico-
chimiques : méthylation (PAZ-PARENTE et al, 1985), résonance magnétique
nucléaire du 3C et dégradation de Smith (JOHNSON et al., 1963).

Les six éthers méthyliques obtenus aprés perméthylation, méthanolyse et acétyla-
tion d’1 mg de polysaccharide purifié sont séparés par CPG et identifiés par spectro-
métrie de masse.

Le tableau | montre que les trois types de dérivés 0-méthyl-O-acétyl glucosides
sont obtenus en proportions sensiblement équimoléculaires. iIs traduisent I'existence
d’'une structure ramifiée dont les points de branchement font intervenir des liaisons de
type (1 — 2) sur une chaine principale de type (1 — 3).
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Identification par CPG des éthers méthyliques issus du perméthyl glucane
de Pediococcus sp.

Nature et position des substituants

Paramétres
wamvaaws | MeDIESe | s
a B a B a B
Temps de rétention (mn) 16.6 14.5 28.0 24.8 31.7 30.8
Hauteur des pics (cm) 10.5 2.1 8.4 2.5 9.2 3.5
Rapport molaire* 11 1 1.1

* Déterminé sur la base d'un résidu de triméthyl-acétyl-glucoside.

L’analyse du spectre de résonance magnétique nucléaire du '*C du polysaccha-
ride confirme la présence d’une unité trisaccharidique de répétition en configuration g.
Il s'agirait donc d'un 8 (1 = 3 : 1 — 2) giucane dont la structure moléculaire de 'unité

de répétition est schématisée sur la figure 2.
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Fig. 2. — Hypothése de structure moléculaire de I'unité de repétition
du glucane exocellulaire de Pediococcus sp.

Cette hypothése de structure est confirmée par I'étude des branchements late-
raux de la molécule. La dégradation de Smith (oxydation périodique, reduction et
hydrolyse ménagée) conduit en effet a un g (1 — 3) glucane linéaire dont I'hydrolyse
enzymatique par une exo-g (1 — 3) glucanase (Glucanex) ne donne que du glucose.

Le B-glucane de Pediococcus sp. responsable d’une des formes de la maladie de
la «graisse» présente donc une certaine similitude avec les scléroglucanes tels que le
glucane de Botrytis cinerea ou cinéréane (DUBOURDIEU et al., 1981). La seule diffe-
rence réside dans la nature 8 (1 — 2) des branches latérales qui sont du type g (1 — 6)
pour le cinéréane. Cette différence permet d’expliquer que le f-glucane de la maladie
de la «graisse» résiste a I'action des exo-g (1 — 3) glucanases.

Note recue le 21 novembre 1988.
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