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(84) Titre: HETEROPOLYSACCHARDIE PRODUIT PAR UN AGROBACTERIUM RADIOBACTER

(57) Abstract

The invention concerns a heteropolysaccharide (HP) characterised in that it is obtainable by fermenting in a medium comprising
at least an Agrobacterium radiobacter I — 2001 (or $i(DSM 12095) strain, one of its recombinants, or one of its mutants, and a carbon
source capable of being assimilated by said strain, one of its recombinants or one of its mutants. The invention also concerns a method for
| preparing said heteropolysaccharide and its use as thickening and/or gelling agent. |

(57) Abrégé

La présente invention concerne un hétéropolysaccharide (HP) caractérisé en ce qu’il est susceptible d’étre obtenu par fermentation
d’un milieu comportant au moins une souche Agrobacterium radiobacter I — 2001 (ou DSM 12095), un des ses recombinants, ou de ses
rmutants, et une source de carbone assimilable par ladite souche, 1’'un des ses recombinants, ou 1’un des ses mutants. Elle concerne également
son procéd€ de préparation et son utilisation en tant qu’agent épaississant et/ou gélifiant.
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1
HETEROPOLYSACCHARIDE PRODUIT PAR UN
AGROBACTERIUM RADIOBACTER

La présente invention conceme un hétéropolysaccharide (HP) caractérisé en ce
qu'il est susceptible d'étre obtenu par fermentation d'un milieu comportant au moins
une souche Agrobacterium radiobacter | - 2001 (ou DSM 12095), un de ses
recombinants, ou de ses mutants, et une source de carbone assimilable par ladite
souche, 'un de ses recombinants, ou l'un de ses mutants.

Dans de nombreux domaines industriels, on est constamment a la recherche de

nouveaux compaosés presentant :

- des propriétés rhéologiques ameéliorees et capables de former des gels,

- une compatibilité accrue avec les milieux dans lesquels ils sont incorporeés,
- une grande stabilité dans une large gamme de températures et de pH.

Dans le cas des composés abtenus a lissue d'une fermentation bactérienne, il
est également important que le composé ait une bonne productivite.

La faculté de gélifier est tres interessante car ce sont des systémes
particuliérement attrayants de par la diversité des domaines dans lesquels ils trouvent
des applications : certaines applications necessitent l'utilisation d'un gel.

Ainsi, par exemple, lindustrie agroalimentaire propose une large gamme de
produits ‘gélifies (cremes, yoghourls, gelées diverses, glaces ), l'industrie
pharmaceutique utilise les gels comme supports de principes actifé ou agents
epaississants.

Dans un tout autre domaine, certaines peintures ne gouttent pas, car elles
possedent au repos des caracteristiques de gel alors qu'elles s'étalent facilement sous
I'action du pinceau (profil rheofiuidifiant).

Les gels aqueux sont aussi utlisés comme supports chromatographiques ou
encore pour 'élaboration de lentilles de contact.

Les hétéropolysaccharides d'origine bactérienne comme par exemple la gomme
xanthane, ont déja éte décrits et utilisés pour leurs propriétés rhéologiques
performantes dans des conditions de temperature et de pH extirémes. Toutefois, ces
hétéropolysaccharides qui conviennent dans des applications en solution, ne
conduisent pas toujours a des gels.

il est connu que la gelification d'un milieu a lieu lorsqu'un réseau tridimensionnel
est formé suite a la réticulation des composants dudit milieu.

Habituellement, cette gélification est amenée par ajout dans le milieu de cations
supplémentaires notamment de type alcalin ou alcalino-terreux (par exempile le calcium
et/ou le magnésium), par basculement de pH vers les pH acides ou basiques, par
adjonction d'un autre compose notamment un autre polysaccharide (par exemple
I'association de xanthane et de caroube), ou par modification de la température.
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Quelle que soit I'application envisagee, les conditions de gelification précitées
peuvent :

_ nuire a la stabilité et a |a compatibilité du ge! final du fait des interactions entre les
cations supplémentaires ou le coadditif que l'on doit introduire pour obtenir le gel et les
autres ingrédients présents dans lesdites compositions, ou

- dénaturer 'hétéropolysaccharide et/ou les autres ingrédients présents dans lesdites
compositions du fait des températures élevées et/ou des changements de pH.

Par "gel", dans le cadre de la présente invention, on désigne un pseudo-solide
(comportement proche du solide), résultant de lassociation, au moins partielle, de
chaines d'hétéropolysaccharide dispersées dans un liquide. Dans un domaine de
frequences de sollicitation o, les gels pseudo-solides sont en général caractérises en
ce qui concerne leur composante solide par un module élastique G'(v) appele
également module de conservation, et en ce qui concerne leur co'mposante liquide ou
visqueuse par un module visqueux G"(v) appelé également module de perte.

Les grandeurs mecaniques G'(o) et G"(0) peuvent étre mesurées a l'aide d'un
rhéométre a déformation imposée et fonctionnant en mode oscillatoire. A titre indicatif
et non limitatif, on peut citer par exemple un rhéometre Rheo-Fluid Spectrometer®.

G' et G" peuvent aussi étre mesurées sur un rhéometre a contrainte imposée et
fonctionnant en mode oscillatoire. A titre indicatif, on peut citer par exemple un
rhéometre CARRIMED®.

Le principe de la mesure consiste a déterminer dans un premier temps le
domaine de déformation mécanique reversible dans lequel la réponse du gel a la
sollicitation mécanique est linéaire en fonction de ladite déformation. Dans un second
temps, le gel est soumis 4 une valeur fixe de déformation mecanique comprise dans le
domaine linéaire précédemment déterminé. C'est alors que le rhéometre procede a un
balayage en frequence o.

La réponse en contrainte du gel qui est en phase avec |a déformation donne

-

acces au module élastique G'(w). G'(0) correspond a I'énergie emmagasinée par le gel

La réponse en contrainte du gel qui est en déphasage d'un angle 90° avec |a
déformation donne acces au module visqueux G"(v). G"(v) correspond a {'energie
dissipée par I'écoulement visqueux et est irrecuperable.

Un gel est dit fort ou vrai lorsque dans tout le domaine de fréquence de
sollicitation (o) balayé le rapport G'/G" est supérieur ou égal a 10, c'est-a-dire lorsque
rélasticité du gel demeure forte et lorsque la valeur de G'(o) est supérieure ou egale a
10 Pa.

La présente invention a précisément pour but de proposer des
hétéropolysaccharides qui possédent de tres bonnes propriétés rhéologiques,
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notamment en teme de proprietés épaississantes et pseudo-plastiques
(rhéofluidifiantes) ainsi que la faculte de conduire a des gels vrais sans ajout de

cations supplementaires au milieu, sans basculement de pH, et ce a des temperatures
inférieures ou egales a 40°C.

La presente invention a egalement pour but de proposer un

hétéropolysaccharide présentant de tres bonnes proprietés rhéologiques aux faibles
concentrations. |

La presente invention concerne donc un hétéropolysaccharide (HP) caractérisé

en ce qu'il est susceptible d'étre obtenu par fermentation d'un milieu comportant au
maoins une souche Agrobacterium radiobacter | - 2001 (ou DSM 12095), un de ses

recombinants, ou un de ses mutants, et une source de carbone assimilable par ladite
souche, I'un.de. ses recombinants, ou I'un de ses mutants.

Plus spécifiquement, la présente invention concerne un
hétéropolysaccharide (HP) caractérisé en ce qu'il est obtenu par fermentation
d'un milieu comportant une souche Agrobacterium radiobacter [ - 2001 (ou
DSM 12095), un de ses recombinants, ou de ses mutants, et une source de
carbone assimilable par ladite souche, l'un de ses recombinants, ou I'un de ses
mutants et caractérisé en ce qu'il ne comporte pas de mannose et en ce qu'il
comporte les motifs suivants dans des proportions molaires suivantes, en

prenant comme référence le glucose égal a 1:
— galactose et/ou ses dérivés 0,2 - 5,
— acide glucuronique et/ou ses seis 0,1 - 3,
— acide acétique et/ou ses sels 0 - 5,

— acide pyruvique et/ou ses sels 0,01 — 2.

La souche Agrobacterfum radiobacter a été déposée conformément au Traité de
Budapest, auprés de la Collection Nationale de Culture des Micro-organismes (CNCM),
le 3 avril 1998, ol elle est publiquement accessible sous le numeéro | - 2001. Elle a
également été déposee aupres de la Deutsche Sammiung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSMZ2), le 21 avril 1998, ou elle est publiquement accessible sous
le numéro DSM 12098.

La cutture pure d'Agrobacterium radiobacter | - 2001 (ou DSM 12095) peut étre
effectuée en boite de Pétri incubée a une tempeérature comprise entre 25°C et 30°C, et
plus particulierement comprise entre 25°C et 28°C, pendant environ 24 heures.
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Les sources de carbone et d'azote assimilables par I'Agrobactenium radicbacter |
- 2001 (ou DSM 12095), peuvent étre choisies pami le glucose, le fructose, le
galactose, le tréhalose, le mannose, le mélobiose, le saccharose, le raffinose, le
maltotriose, le maltose, le lactose, le lactulose, le meéthyl-B-galactopyranoside, le
methyl-a-galactopyranoside, le cellobiose, le gentobiose, le méthyl-$-D-
glucopyranoside, le meéthyl-a-D-glucopyranoside, I'esculine, le ribose, l'arabinose, le
xylose, le palatinose, le rhamnose, le fucose, le mélézitose, le D(+) arabitol, {e L(-)
arabitol, le xylitol, le dulcitol, le tagatose, le glycérol, Ie myo-innositol, le mannitol, le
maltitol, le turanose, le sorbitol, l'adonitol, le lyxose, l'érythritol, le D(-) tartrate, le D(+)
malate, ie L(-) malate, le cis-aconitate, le trans aconitate, le 2-céto-D-gluconate, le N-
acetyl-glucosamine, le quinate, la bétaine, le succinate, le fumarate, le glycérate, et le
glucosamine.

Parmi les milieux d'entretien possibles de la souche. le milieu d'entretien du type

MY égar de Difco (réference 0712-01-8) est considéré comme particulierement

avantageux. Ledit milieu MY agar de Difco a la composition suivante :
o extrait de bacto-levure 39

o extrait de mailt 39
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s bacto-peptone 5¢
o bacto-dextrose 10 ¢
20 g

o pacto-agar

Pour la conservatior
Par étape de préculture, on entend une

ctérienne, sans production de polysaccharide.
enerale, I'hétéropolysaccharide

de galactose et/ou ses dérives,

| ge la souche, il est préférable de prévoir au moins une

5 étape de préculture. étape qui consiste a
développer et multiplier la souche ba

Il a pu étre mis en svidence que d'une maniere g

ou ses derives,

(HP) comporte des motifs de glucose et/
de l'acide acétique et/ou ses sels, de l'acide

de l'acide glucuronique et/ou ses sels,

10  pyruvique et/ou ses sels.

Les motifs constitutifs
dans des proportions molaires suivantes, en prenant comme

de I'hétéropolysaccharide (HP) sont en général presents

reférence le glucose éegal

al:
- galactose et/ou ses dérives 0.2 - 5,

15 - acide glucuronique et/ou ses sels 0,1 - 3,

. acide acétique et/ou ses sels 0 - 5,
- acide pyruvique et/ou ses sels 0,01 - 2.

nt. lesdits motifs sont présents dans des proportions molaires

Plus particuliereme
t comme référence le glucose egal atl:

t/ou ses derivés 0,5 - 4, et de oréférence 0,8 - 2,
2 et de préference 04-1,

suivantes, en prena

20 - galactose €

- acide glucuronique et/ou ses sels 0.2 -

- acide acétique et/ou ses sels 0 - 4, et de préférence 0 - 3,

- acide pyruvique et/ou ses sels 0,01 - 2.

e. acétique, et pyruvique peuvent se presenter Sous

| es acides glucuroniqu
de calcium ou

25 de sels. A titre de sels on peut citer les sels de sodium, de potassium,

d'ammonium.

Les meéthodes d (HP) qui ont permis de

analyse de rhéteropolysaccharide

brute telle que spécifiée ci-dessus, ont pour principe la
nosaccharides et acides) apres hydrolyse
par étalonnage

déterminer sa formule

détermination des élements constitutifs (Mo

30 dudit hétéropolysacchiaride (HP) et dosages chromatographiques

interne ou externe.

Ainsi. le dosage de
100 mg d'nétéropolysaccharide (HP) sont hydrolysées en tubes he

d'acide trifluoroacetique molaire a 105°C pendant trois & six heures.
Cette opération est suivie d'une évaporation a sec et d'une reprise du résidu sec

dans 5 mi de pyridine contenant 15 mg de sorbitol en tant qu'étalon inteme , puis une
solution pyridinique par 0,9 mi d'hexameéthyldisilazane. La

d'acide trifluoroacetique.

s monosaccharides a ate réalise de la maniére suivante :

rmétiques par 5 ml

35

silylation sur 1 m{ de
silylation est catalysée par 0,1 ml

Lan oo o % »
& Lan el wmy 1ok 11 d Al BRIl A et LA v
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Le dosage des monosaccharides est ensuite effectue par chromatographie en
me lonisation Detection), sur colonne capillaire

t de 0,25 mm de diametre, chargée de phase
film de 0,14 microns. Le gaz vecteur utilise

phase gazeuse a detection F.1.D. (Fla
en verre de 25 metres de longueur €
méthyisilicone présentant une épaisseur de

5 est'hnydrogene, avec débit de 2 mi/minute.
Le dosage de l'acide pyruvique est réalisé a partir dun
par hydrolyse de 50 mg d'hétéropolysaccharide (HP) au moyen de 5 ml d'acide

chlorhydrique 1N pendant 1 heure a 105°C, puis ajout de 2 mg d'acide cétoglutanque
et ajustement a 25 mi par leau distillée. Cette opeération

dinitrophénylhydrazine (DNPH) :
DNPH a 7 mg/ml dans

e solution mere obtenue

(constituant I'étalon interne)

10  est suivie dune réaction avec de la 2 4-

- a 1 ml de la solution précedente on ajoute 1 mi de solution de

du HCI 2N ;
- le temps de réaction est de 5 minutes ;
- on ajoute 2 mi d'acétone et 6 ml de melange eau-acetonitrile.

Le dosage est alors effectue par Chromatographie Liquide Haute Performance

colonne chargée de silice greffée C-18 de S microns de
et le diamétre de 4,6 mm. L'éluant utilise est

phorique 0.02 mol/i et d'acétonitrile. Le debit

pUls

15
(CLHP) au moyen d'une
diametre, dont la longueur est de 250 mm

un mélange 50/50 en volume d'acide phos

est de 2 m{/minute.

20 | a détection d
Le dosage de lacide acétique se fait apres h

d'hétéropolysaccharide (HP) par 5 mi d'acide chiorhydrique 2N a 105 °C pendant une
solution d'acide propionique a 5 mg/ml en tant

e l'acide pyruvique se fait par Ultraviolets a 375 nm.
ydrolyse de 100 mg

te par 15 mi d'eau déminéera
silice greffée C-18 de 5 microns de longueur

| 'éluant est une solution aqueuse d'acide
2 mi/minute. La détection est réfractometrique.

par lintermédiaire du CO, libéré par la
de l'acide chlorhydrique

qu'étalon interne et on comple
25 par CLHP au moyen d'une colonne de
250 cm et de diametre 46 mm.

phosphorique 0,02 mol/t a un débit de 1

L'acide glucuronique est dose

décarboxylationsuite au traitement a chaud de la gomme par

30 selon la méthode décrite dans le Food Chemical Codex, 4éme édition, page 768.
phie d'exclusion sur

| a masse molaire en poids est déterminée par chromatogra
nne TSK PW 4000 et 6000 en série (colonnes de longueur 30 cm et de diamétre 7

avec détection refractometrique. | 'éluant est une solution de nitrate de sodium

e est a environ 0,015 % en poids dans l'eluant.
polysaccharides

colo

mm),

0,1 moll. L'hétéropolysaccharid
é au moyen de pullulanes qui sont des

a5 L'étalonnage est realis
03 et 1.6.106 g/mol extrapoles

monodisperses de masses molaires comprises entre 5.1

jusqu'a 107 g/mol.
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poids (Mw) est obtenue a partir de la courbe de

| a masse molaire moyenne en
du chromatogramme elle est généralement comprise

rise environ entre 8.10° et 5.10° g/mol.

enne en poids est pius particuliérement environ 3.106 g/mol.
ésente de tres bonnes propriétes rhéologiques

distribution massique issue

La masse molaireé moy

Comme déja mentionné le (HP) pr
s leau distillée ou I'eau de ville.
ple des solutions a 1 % en poids/poids de

de 1 Hz, conduisent a des valeurs

en solution notamment dan
Ainsi, on a pu constater que par exem

(HP) dans l'eau distillee a 23°C, et a une frequence
de G' comprises entre 0.1 et 200 Pa, et de G" comprises entre 0,1 et 20 Pa.

10 (HP) condutt a des gels forts ou vrais lorsque les valeurs de G' et G" sont

usement entre 20 et 200 Pa pour G', et entre 0.5 et 15 Pa pour G
entre 20 et 150 Pa, et G" entre 0,5 et 10

aleur de G' est d'environ 100 Pa et

comprises avantage
Plus avantageusement encore, G' est compris

Pa. Selon un mode particuliérement préfére, la v

celle de G" est d'environ 5 Pa (dans 'eau distillee).

15 Le (HP) confere au milieu aqueux de la viscosité qui est eva
s rhéologiques de viscosité en écoulement sont realisees au

3 gradient de cisaillement impose,
pectivement RHEOMAT?®

luée par rheologie en

moyen de rhéometre &

comme par exemple au moyen d'un viscosimetre de type res

ou CARRIMED®.

20 Dans les deux cas, |
HP + eau lorsque cé€ mélange est deform

appareillage mesure \a contrainte a 'écoulement du melange

& irreversiblement. A partir de la contrainte se

calcule la viscosite en ecoulement.

Cet appareillage permet ainsi de quantifier le niveau de viscosité a un gradient de

cisaillement donne.
25 La viscosite en ecoulement peut étre plus simple

viscosimetre BROOKFIELD®.

Ces mesures rhéologiques de viscosit

d'évaluer le seull d'écoulement de la solution de (HP)
représente la force 4 fournir pour détruire 1a structure du milieu

ment évaluée a l'laide d'un

& en ecoulement de (HP) permettent, de
plus, et/ou de la formulation le
comprenant. Ledit seuil

30 et le forcera s'écouler.
La rhéologie en ecoulement permet éega

solution de (HP) et/ou d'une formulation le compr

5 augmente (comportement pseudo-pl
ions a 1 % en poids/poids de HP dans

, € C. conduit a des valeurs de

lement de quantifier la facilité d'une
enant a s'écouler lorsque le

astique ou rhéofluidifiant).

35 ['eau distillee contenant 1 %
viscosité en écoulement a gradient de cisaillement de 0,1 s

5000 Pa.s, et plus particulierement entre 200 et 2000 Pa.s.

-1 comprises entre 100 et
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Dans des conditions similaires, a un gradient de cisaillement de 10 s-' comprises

entre 0.5 et 300 Pa.s, et plus particulierement entre 5 et 150 Pa.s.

Ces données de rhéologie en acoulement sont représentatives du comportement

de la formulation lors de sa mastication, lors de son transvasement, de son

5 foisonnement etc.

Les gels obtenus par incorporat
aprés un cisaillement, méme fort, les gels "fractures

ion de (HP) dans le milieu, sont des gels

cicatrisants, c'est-a-dire qu' "ont le

pouvoir de se reformer et de re
Le pouvoir cicatrisant des gels ob

trouver leurs propriétés initiales.
tenus a partir de (HP) est évalué par des

par exemple sur un texturant ETIA T2

10 mesures de compressometrie effectuees
re, une vitesse de

ps de mesure cylindrique de 12,7 mm de diamet

pénétration de 005 mm/s, et une hauteur d'enfoncement de 15 mm. Le piston est

cé dans le gel au meme endroit plusieurs fois, a des intervalles de temps
étermine la pente a l'origine

composé d'un cor

15 exprimée en mN/mm, représentative de I'élasticité du gel.
Par exemple, un gel est préparé avec 1 % en poids/poids de (HP) dans l'eau

distillée. Ce gel est ensuite stocké 24 heures avant d'effectuer les mesures de

compressomeétrie, soft a température ambiante ( environ 25°C), soit a froid a environ

6°C.
20 Des mesures de compressometrie
differents : 0, 5, 15 minutes et 24 heures, avec une attente de 5 minutes entre cha

mesure.
Ainsi, la pente demeure constante est environ égale a 4

0. 5, 15 minutes et 24 heures).
| a le pouvoir de se cicatriser

sont effectuées a des intervalles de temps
que

5 + 1 mN/mm, quel que

soit le temps de mesure (t=
Ceci signifie que relasticité du gel est stable et qui
en maintenant la méme force de gel.

rait a un procédé de préparation de

25
plusieurs fois de suite au cours du temps tout

La présente invention a egalement t

'hétéropolysaccharide (HP) tel que defini précédemment.
Le procéde de préparation consiste d'abord en la fermentation d'un milieu

30 comportant au moins une source de carbone assimilable, par une souche
Agrobacterium radiobacter | - 2001 (ou DSM 12095), un de ses recombinants ou un de

ses mutants.

Outre ladite
4 moins une source d'azote organique Ou minérale, et event

source de carbone assimilable, le milieu de fermentation peut aussi

renfermer a uellement un

35  ou plusieurs seils mineraux.
Le milieu est inocule de maniére classique par la

radiobacter | - 2001 (ou DSM 1 20995).

souche Agrobactenum

P R L S TP SRS § 8 I-2g 00 ] < P N 17+ I LI DL DI -
Tt AT N nd T M e
A



CA 02346512 2001-04-10

WO 00/22154 PCT/FR99/02416

8

nique de carbone constitutive du milieu de fermentation,

A titre de source orga
demment, on peut aussi citer des sucres tels que l'amidon

outre les sucres cites préce

idon, slanges de ces sucres, et
au moins un de ces Sucres.
nt. on peut citer le glucose, le

é. les hydrolysats d'amidon, le lactos
ns un de ces Sucres. Le glucose et le

les melanges comprenant
5 Plus particuliereme

avantageusement hydrolys
sucres, et les melanges comprenant au moi
saccharose sont les sucres encore plus préféeres.

| a concentration en source de carbone dans le mili
t 100 g/l, et de préférence entre 15 et 60 gl
rce organique d'azote, on peut citer ia caséine et les caséinates, les
tarines de blé, de mais, ou de soja, les extraits de levure
lactiques, etc.), corn steap liquor (CSL),

saccharose, !'amidon
e, les mélanges de ces

eu de fermentation peut etre

10 comprise entre 1 €
A titre de sou

hydrolysats de poisson, les

(levure de boulanger, levure de biére, levures

rurée. et les protéines deé pomme de terre.

A titre de sources minérales d'azote, on peu
onium.

avec un mélange de SOUrces d'azote

t citer les nitrates d'ammonium ou de

15
m, les phosphates ou les sulfates, damm

La fermentation peut aussi avoir lieu

sodiu

organiques et minérales.

| a concentration en source azotee (organique, minérale, ou melange des deux)

entre 3 et 50 g/l.
| e milieu de fermentation peut également cenfermer des oligo-élements tels que

des traces de sels de fer et/ou de calcium et/ou de manganése et/ou de magnesium,

e réalisée a des pressions comprises entre 1 et 4 bar a

25 | a fermentation peut etr
re 25°C et 35°C, de préférence entre 25°C et 30°C, dans

une temperature comprise ent

des conditions aerobies.
de préférence

ermentation peut étre compris entre 5 et 9, et

re ajusté, selon le cas, avec une base telle que la soude, la

entre 6 et 8. Le pH peut ét
ide tel que l'acide sulfurique, l'acide

lorhydrique Ou I'acide nitrique.
é dans une cuve Ou un recipie
Cette agitation peut étre exercee

giratoire, d'un mobile

phosphorique, l'acide ch
L e milieu de fermentation, plac

peut étre avantageusement soumis a une agitation.
en d'un secoueur reciproque, d'un secoueur

15  d'agitation ou dune colonne a bulles. Le temps de fermentation est habituellement
res. mais généralement compris entre 40 et 100 heures.

de fermentation sont généralement supérieurs a 40 %, plus
et tout particulierement compris entre 60 et

nt de fermentation,

par exemple au moy

supérieur a 30 heu
Les rendements
particulierement compris entre 35 et 75 %,
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75 % en poids d'hétéropolysaccharide (HP) produtt par rapport a la source de carb

mise en oeuvre.
u mout de

Apres la fermentation, l‘hétémpolysaccharide (HP) peut étre separe d

miscible avec 'eau,
(HP) du liquide organique.
armant 'hétéropolysaccharide (HP)

moins partiellement
iii - on separe rhétéropolysaccharide
10 Dans l'étape (i), 1€ moiit de fermentation renf

est avantageusement chauffé a des temperatures comprises entre 80°C et 120°C,

ant 10 a 60 minutes, et de préference €
mique Ci-

ntre 15 et 45 minutes.

pend
dessus presente avantageusement

Le moit soumis au traitement ther

un pH compris entre 6 et 8.

15 Cependant, ce pH peut étre selon le cas, avec une base ou

ajuste si nécessaire,

un acide.
Ces derniers peuvent atre choisis parmi les bases et les a

r l'ajustement du pH du milieu de fermentation.
ion. le moat issu de l'étape (i) est maintenu

ment thermigue.
(HP) du modut obtenu dans

cides mentionnés Ci-

dessus utilisés pou
Selon une variante préférée de l'invent

e température gue la température du traite
n récupere I'hétéropolysaccharide
ation au moyen dun liquide organique au

lequel I'hétéropolysaccharide (HP) est

20 alamem
Dans I'étape (1), ©

(i) avantageusement par precipit
iSCH '‘eau et dans

insoluble ou pratiquement insoluble.
25 A titre de liquides convenables selon la presente invention, on peut citer I'acetone
ou les alcools comportant de 1 a 6 atomes de carbone tels que I'éthanol, le propanol,

nol. le tertio-butanol, ou leur mejange.
est effectuee avec lisopropanol.

ment au moins 2 fois celui du

lisopropanol, le buta
Plus particulierement la précipitation de (HP)

L e volume de liquide organique utilise est génerale

30 volume de mout a traiter.
ide (HP) par un liquide organique peut

sqalement étre réalisee en présence de sels, tels que les sulfates, les chlorures, ou les

m. ou de calcium.

phosphates, de sodium, de potassiu
particulier, ia précipitation peut avoir lieu a

Selon un mode de réalisation

25  température comprise entre 40 et 60°C.

L'hétéropolysaccharide (HP) une
l'étape (iii), du liquide organique.

fois précipité, peut ensuite étre sépare,
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La meéthode de séparation n'est pas critique en soi et peut étre choisie

indifferemment parmi les méthodes de séparation usuelles connues comme par

a filtration, la centrifugation ou l'essorage.

exemple |
ivement déshydratees par exemple au

Les fibres obtenues peuvert étre facultat
éthanol, le propanol, ou l'isopropanol.

5 moyen d'acetone ou d'un alcool tel que |
sfectuer cette opération de déshydratation est

Le poids d'alcool nécessaire pour

généralement de 1 a 10 fois celui des fibres a traiter.

| es fibres déshydratees peuvent subir de nouvelles opérations de filtration, de

centrifugation ou d'essorage.

10 Le cas echéant, les fibres
facon a obtenir une poudre d'hétéropolysaccharide (HP).

Si 'on souhaite obtenir une poudre plus pure, il est possible de traiter soit le mout

se reconstituée a partir de |a poudre obtenue

peuvent eétre sechées, broyées et/ou tamisees de

de fermentation, soit une solution aqueu
selon le procédé décrit ci-dessus, au moyen d'une ou plusieurs enzymes.

A titre d'enzymes pouvant convenir a cet effet, on peut citer les protéases, les

mutanases, les lipoprotéases, les cellulases, et les chitinases.
La purification enzymatique peut étre associée ou remplacée par des procedes

s de purification tels que les divers modes de filtration, de centrifugation, de

s techniques de chromatographies.
tions reconstituees d'hétéropolysacchariae

15

physique

dialyse, ou par differente
Les moits de fermentation et les solu

t de purification, peuvent étre concentrés.

t a concentration peut étre avantageuse dans certains cas, en particulier lorsque

reuvent étre ainsi réduits. De plus, les solutions concentrees

les poudres d'hétéropolysaccharide

20
(HP), ayant subi ou non un traitemen

les couts de transport |

peuvent étre pilus rapidement mises en Oeuvre que

25 (HP).
| a concentration peut étre realisée par toutes les techniques connues par

'‘homme du metier, notamment I'évaporation, I'ultrafiltration, ou la diafiltration.

'hétéropolysaccharide (HP) est present

Dans la présente invention,
la forme d'un solide de type fibres ou poudre.

avantageusement sous
5 (HP) présente de tres bonnes propriétés rhéologiques et

30 Comme déja mentionne
e former des gels vrais. Selon les conditions de fermentation, en

notamment la faculte d
dans e milieu de cuilture, et/ou

es composants et leurs concentrations
(i) du procede (plus particulierement si la

HP) a l'avantage de pouvoir étre

particulier selon |
les conditions de précipitation dans l'étape

précipitation se fat ou non en présence de sels), (
35 utilisé soit en tant qu'agent épaississant soit en tant qu'agent gelifiant, soit les deux.

Ainsi, la presente invention concerne I'utilisation de I'hétéropolysaccharide (HP)

tel que decrit précédemment ou tel qu'obtenu par e procédé deéfini ci-dessus, en tant

qu'agent épaississant et/ou geélifiant.
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gent épaississant et/ou gelifiant par exemple

(HP) peut étre utilisé en tant qu'a
limentaire, cosmetiques, papetiere,

dans les industries petrolieres, agrochimiques, a
textile. ainsi que dans les peintures, les lentilles de contact, les colles. les encres, et les

nettoyants menagers ou industriels.
5 La quantité d'hétéropolysacchariae (HP) de rinvention, pouvant étre mise en
stiques est fonction du milieu aqueux a épaissir

et/ou a gelifier. Celle-Ci peut repreésenter de 0.01 % a 5 % environ, de préférence de

milieu aqueux épaissi ou gélifie.

On entend par le terme comp
pe de ceux Ou celles décrit(e)s dans lannexe |

10 ou préparations cosmétiques du ty
ducts") de la directive européenne n’

("Mustrative list by category of cosmetic pro

76/768/CEE du 27 juillet 1976, dite directive cosmetique.
| es compositions cosmeétiques peuvent étre sormulées en un grand nombre de

types de produits pour la peau et/ ou le cheveu, comme les MOusses,

15 (coiffants notamment), les conditionneurs,
faciliter le peignage des cheveux, les formules de nngage, les lotions pour les mains et

le corps, les produits regulant 'hydratation de la peau, les laits de toilette, les

compositions démaaquillantes, les cremes ou lotions de protection contre le soleil et le
rayonnement ultra-violet, les preparations anti-acnee, les

les mascaras,
ses. les sticks, et bien d'autres compositions du meme type.

-
u a un mélange de

les cremes de soins,

20 analgésiques locaux, les produits destinés a étre appliques sur les

lévres ou autres muqueu
Ces compositions cosmetiques font appel @ un véhicule, O

plusieurs véhicules, présent dans lesdites compositions a des concentrations

re 0.5 % et 99,5 % environ, géenéralement entre 5 et 90 % environ.
\a nature des ingrédients utilisés, et de

mulé est cense étre laisse

comprises ent
25 Le choix du véhicule approprié dépend de

on desdites compositions, selon que le produit for
mousses, lotion tonique, ou

e shampoing, conditionneur,

la destinati
sur la surface ou il a été appliqué (par exemple sprays,

gels) ou au contraire rincé aprés utilisation (par exempl

lotions de ringage).

30 | es veéhicules aqgueux

nir en outre des alcools en C4-Cg en part
peuvent également contenir un autre solvant permettant de solubiliser

les divers ingredients utilisés dans lesdites

ositions cosmétiques peuvent

présents dans les comp
culier le méthanol, I'éthanol,

conte

' outre une grande variéte dautres

hydrocarbures halogénés, le linalol,
lvants pouvant étre utilises dans les

35
solvants comme l'acétone, les hydrocarbures, les

les esters et les silicones volatils. Les differents sO

véhicules aqueux peuvent étre miscibles ou non miscibies les uns avec les autres.
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forme de sprays,

s compositions cosmetiques sé présentent sous la
rennent a cote de

gels ou mousses, les vehicules préférentiels comp

. des dérivés volatils de silicone, et leurs melanges.

pour mousses et sprays aérosol peuveni aussi renfermer un
de mousse ou de sprays fins,

le trichlorofluorométhane, ie
ropane, le n-butane ou

Lorsque le

lotions toniques,
leau, de I'éthano

| es formulations

5 propulseur capable de générer les produits SOus forme

uniformes. A titre d'exemples, on peut citer

dichlorodifluorométhane, le difluoroéthane, le diméthyléther, e p

I'isobutane.
| esdits véhicules aqueux peuvent prendre un grand nombre de formes,

10 notamment celles d'émulsions, incluant les amulsions eau dans huile, huile dans eau,
et émulsions multiples, dont la viscosité recherchée peut aller jusqu'a 2 000 000

mbPa.s.

A coté du véhicule aqueux, ies compositions
r. emulsionner, solubiliser, stabiliser

cosmeétiques peuvent contenir des

agents tensioactifs, mis en oeuvre pour disperse
15 divers composeés utilises notamment pour leurs propriétes émollientes ou humectantes.
IIs peuvent eétre de type anionique, non-ionique, cationique, zwitterionique oOu

amphotére ; on peut citer a titre d'exemples :

anioniques en quantité pouvant aller de 3 % a 50 %, de

o des agents tensio-actifs
préférence de 5 % a 20 %, agents tels que
20 _les alkylesters sulfonates

. les alkylsulfates

. les alkylamides sulfates

les sels d'acides gras satures ou insatures

o agents tensio-actifs non-ioniques en quantité pouvant aller de 0,1 % a 30 %, de

25  préférence de 2 % a 10 %, agents tels que
. les alkylphenols polyoxyalkylenes
. les glucosamides, glucamides |
. les glycérolamides dérivés de N-alkylamines

“les alcools aliphatiques en Cg-Co; polyoxyalkylénes
duits résultant de la condensation de l'oxyde d'éthylene avec un compose

30 . les pro
avec le propylene

hydrophobe résultant de la condensation de l'oxyde de propylene
glycol,
. les oxydes d'amines
_les alkylpolyglycosides et leurs dérives polyoxyalkylénes;
35 _les amides d'acides gras en Cg-Cao

_les acides gras éthoxyles
les amides, amines, amidoamines éthoxylées
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o agents tensio-actifs amphotéres et zwitterioniques en quantité pouvant aller de 0.1 %

a 30 %, de préférence de 1 % a 10 %, agents tels que
~ ceux de type betaine comme

e les betaines
. jes sulfo-betaines

. les amidoalkylbétaines

. ot les sulfo-bétaines

* les alkylsultaines

* les produits de condensation d'acides gras et d'hydrolysats de proteines,
* les cocoamphoacetates et cocoamphodiacetates

~ jes alkylampho-propiocnates ou -dipropionates,

« les dérivés amphoteres des alkylpolyamines

Peuvent également étre présents des agents conditionneurs, en quantité pouvant

aller de 0.05 % a 5 %, de préference de 0,1 % a 1 %.
Parmi ceux-ci, on peut mentionner ceux d'origine synthétique plus connus SOus le nom
polyquaternium comme les polyquaterniums -2,-7, et .10. les dérivés cationiques de
polysaccharides, comme la cellulose cocodimonium hydroxyéthyl, le guar
hydroxypropy! trimonium chlorure, I'hydroxypropy! guar hydroxypropyl trimonium
chlorure, les dérives non volatils de silicones comme 'lamodiméthicone, les
cyclomethicones, les organopolysiloxanes non hydrosolubles et non volatils comme les
huiles, résines ou gommes telies que les gommes diphényldimethicone.

Les compositions cosmetiques peuvent egalement contenir des polymeres
présentant des propriétés filmogenes pouvant étre utilises pour apporter une fonction
fixante. Ces polymeres sont généralement présents a des concentrations comprises
entre 0.01 et 10%, préférentiellement entre 0.5 et 5 %. lls sont préférentiellement du
type polyvinylpyrrolidone, copolymeres de polyvinylpyrrolidone et de methyl
méthacrylate, copolymere de polyvinyipyrrolidone et d'acétate de vinyle, copolymeres
polytéréphtale d'éthylene glycol / polyéthyléne glycol, polymeéres copolyesters
téréphtaliques sulfones.

Les compositions cosmetiques peuvent également contenir des dérives
polymériques exercant une fonction protectrice, en quantités de l'ordre de 0,01-10 %,
de préférence environ 0,1-5 % en poids, dérives tels que

_{es dérivés cellulosiques

. les polyvinylesters greffés sur des troncs polyalkylenes

. les alcools polyvinyliques

. polyméres copolyesters téréphtaliques sulfones

les monoamines ou polyamines éthoxylées, ies polymeres d'amines éthoxylees

1. i b SR 4 CAAG I ¢ * 1 dne bt I M MR i Ve 0 b vh T .
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Les performances des compositions cosmeétiques peuvent aussi étre améliorées
par 'emploi d'agents plastifiants, en quantite pouvant aller de 0,1 a 20% de Ia
formulation, de préférence de 1 a 15 %. Pami ces agents, on peut citer les adipates,
les phtalates, les isophtalates, les azélates, les stearates, les silicones copolyols, les
glycols, I'huile de ricin, ou leurs mélanges.

On peut aussi avantageusement ajouter a ces compositions des agents
sequestrants des meétaux, plus particulierement ceux séquestrants du calcium comme
les ions citrates, 6u des agents dispersants polymériques en quantité de l'ordre de
0,1-7 % en poids, pour controler la durete en calcium et magnésium, agents tels que

. les sels hydrosolubles d'acides polycarboxyliques
. les polyéthyleneglycols de masse moléculaire de I'ordre de 1000 a 50 000

On peut egalement incorporer aux compositions cosmetiques des agents
humectants ; on peut citer le glycerol, le sorbitol, 'urée, le collagene, ia gélatine, et des
emollients qui sont généralement choisis parmi les alkyimonoglycérides, les
alkyldiglycérides, les triglycérides comme les huiles exiraites des plantes et des
végeétaux ou les huiles d'origine animale ou leurs dérivés hydrogénés, les huiles
minérales ou les huiles paraffiniques, les diols, les esters gras, les silicones.

A ces composes, on peut ajouter en association des poudres ou des particules
minérales: comme du carbonate de calcium, des oxydes minéraux sous forme de
poudre ou sous forme colloidale comme du dioxyde de titane, de la silice, des sels
d'aluminium, du kaolin, du talc, des argiles et leurs dérivés.

A ces ingredients on rajoute généralement un ou des parfums, des agents
colorants et/ou des agents opacifiants comme des pigments.

Pour proteger la peau et/ou les cheveux des agressions du soleil et des rayons
UV, on peut ajouter a ces formulations des filtres solaires qui sont soit des composés
chimiques absorbant fortement le rayonnement UV ou des particules minérales.
comme l'oxyde de zinc, le dioxyde de titane ou les oxydes de cérium.

Des agents conservateurs comme les esters de ['acide p-hydroxybenzoique, le
benzoate de sodium, ou tout agent chimique évitant la prolifération bactérienne ou des
moisissures et utilisé traditionnellement des les compositions cosmétiques sont
géneralement introduits dans ces compositions a hauteur de 0.01 a 3 % en poids.

On peut parfois utiliser des agents modifiant I'activité de l'eau et augmentant
fortement la pression osmotique, comme les carbohydrates ou des sels.

La composition cosmeétique peut aussi contenir des polymeéres viscosants et/ou
gelifiants autres, comme les polyacrylates réticulés. les hydrocolioides obtenus par
fermentation comme la gomme xanthane et le Rhéozan, les dérivés de la cellulose

comme ['hydroxypropylcellulose, la carboxyméthyiceliulose, fes guars et leurs
dérives, utilisés seuls ou en association.
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L'invention concerne plus particulierement ['utilisation de I'hétéropolysaccharide
en tant qu'agent épaississant et/ou gélifiant dans des formulations alimentaires.

L es formulations alimentaires dans lesquelles est ajouté I'hetéropolysaccharide
(HP) sont classiquement des émulsions simples ou multiples de liquides, des
émulsions complexes de gaz et de liquides (systemes foisonnes), des suspensions de
liquides et de solides, ou tout autre systéme combinant ces possibilites.

Dans ces formulations, le liguide est avantageusement l'eau ou un liquide
comprenant au moins en partie de f'eau.

Les formulations alimentaires sont obtenues en mettant en oeuvre les methodes
classiques de préparation des formulations alimentaires selon leur type. Ainsi, le (HP)
avantageusement sous la forme d'un solide de type fibres ou poudre est melange aux
autres ingrédients nécessaires a ia formulation. L'ensembie peut, le cas eécheant, étre
homogeénéise.

La température a laquelle est préparée la formulation n'est pas en soi critique.
Les formulations comprenant le (HP) peuvent étre stérilisées sans aucun dommage
pour leurs propriétés d'usage. Un autre avantage de (HP) est qu'il est possible de
préparer les formulations alimentaires sans avoir a chauffer au prealable les
ingredients.

(HP) demeure compatible maigré la diversité des formulations alimentaires (pH,
force ioniques, composition), et conserve substantiellement ses propriétes.

Les propriétés rhéologiques intéressantes associées a I'héteropolysaccharide
(HP) objet de l'invention, ainsi que la faculté de ce dernier a conduire a des gels vrais a
des températures inférieures ou égales a 40°C, et ce dans une large gamme de pH,
permet, en outre, de conférer aux formulations dans lesquelles il est utilisé seul ou en
mélange avec d'autres additifs, une texture voisine de celle des formulations
comprenant exclusivement lesdits additifs.

Les paramétres mesurables pour caractériser la texture des formulations
alimentaires sont de nature rhéologique, et consistent essentiellement a mesurer les
modules élastique (G') et visqueux (G"), et la viscosité en écoulement a un gradient de
cisaillement donné. G' et G". ainsi que la viscosité ont été préecédemment definis.

Ces caractéristiques rhéologiques ont comme objectif de mettre en evidence les
comportements visco-élastique et/ou pseudo-plastique des formuiations, afin de les
comparer entre elles.

(HP), avantageusement sous la forme d'un solide de type fibre ou poudre, a la
faculté de conférer un profil rhéofluidifiant a la formulation le comprenant.

(HP) a, de méme, la faculté de conduire a des gels vrais pouvant cicatriser apres
application d'une contrainte mecanique.

e ot Al Lol ...:.|.-|-¢m.-|mwm**;:ﬁ~mmu*w“ iies
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Il est a noter que les modules G' et G", ainsi que la viscosite mesures pour une
formulation peuvent étre différents de ceux mesurés pour (HP) dans 'eau distillee.

Dans les desserts lactés et gélifies comme par exemple les flans, on peut
avantageusement remplacer au moins partiellement les gélifiants usuels notamment la
gélatine par (HP).

Dans les milieux salés-acides, comme les vinaigrettes, on peut structurer le milieu
aqueux contenu par l'ajout de faibles quantités de (HP).

Dans le domaine de la confiserie notamment dans les bonbons gélifies du type
HARIBO®, on peut avantageusement remplacer au moins partiellement les gelifiants
comme par exemple la gélatine, par (HP).

Dans les milieux a force ionique élevée notamment en charcuterie, (HP) peut étre
rajouté aux carraghénanes, pour renforcer la texture en particulier I'aspect elastique
des saucisses par exemple.

Dans les formulations destinées a étre foisonnées, comme les cremes chantilly,
les nappages, les cremes glacées, (HP) peut étre employe comme agent épaississant
et/ou gelifiant.

(HP) peut de méme étre utilisé dans des formulations comme les mayonnaises,
les mousses de légumes, les mousses comprenant des proteines, telles que les
mousses de viande, de poissons, les mousses comprenant de l'albumine comme les
meringues.

En tant qu'agent épaississant et/ou gélifiant, (HP) peut egalement entrer dans la
composition des yoghourts.

Dans les applications alimentaires précitées, on utilise en general de 0,01 ad%
en poids, et de préférence entre 0,05 a 2 % en poids d'hétéropolysaccharide (HP) par
rapport au poids de la composition ou formulation qui le renferme. Plus
préférentieliement encore, on utilise 0,1 a 1 % en poids d'hetéropolysaccharide (HP)
par rapport au poids de la composition ou formulation.

Il est a noter que I'hétéropolysaccharide (HP) n'altéere pas le gout des aliments
dans lesquels il est introdutt.

L'invention concerne enfin les compositions ou f les formulations alimentaires
comprenant I'hétéropolysaccharide (HP) tel que défini precedemment.

Les exemples suivants illustrent la présente invention, sans toutefois en limiter la
portee.
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EXEMPLES

Exemple 1
Cet exemple décrit la culture pure d'Agrobacterium radiobacter [ - 2001 (ou DSM

12095), et les conditions de conservation de la souche.

Culture pure d'Agrobacterium radiobacter [ - 2001 ( ou DSM 12099) :
L e milieu d'entretien de la souche Agrobacterium radiobacter | - 2001 ( ou DSM

12095) est le milieu MY agar de Difco (reference 0712-01-8). La composition de ce

milieu, déja prét, est :

o extrait de bacto-levure 39
o extrait de malt 39
o bacto-peptone 5¢
a pbacto-dextrose 10 g
o bacto-agar 209

On dilue 21 g de ce milieu dans un litre d'eau distillee. Apres dissolution, le milieu
est stérilisé a l'autoclave pendant 15 minutes a 121°C. On repartit ensuite ie milieu en
boites de Petri.

La culture est réalisée sur boite de Pétri incubee entre 25°C et 30°C, de
préférence entre 25°C et 28 °C, pendant 24 heures minimum.

Préculture - conservation :

La souche est alors conservée sous la forme de tube congelé a -196°C par le
procédé de congeélation azote liquide (CAL).

Pour une congélation azote liquide (CAL) on réalise une preculture sur milieu
PYG10 ayant la composition suivante :

o extrait de mait 3¢ (procure aupres de Oxoid)

o extrait de levure 30 (Oxoid)

o peptone de soja 59 (Oxoid)

a glucose 10 g (procuré aupres de Prolabo)

o gau de source qsp 1 1.

Pour la préparation du milieu, tous les ingrédients sont dispersés dans l'eau de
source. Le pH est ajusté a 6,5 avec H,SO, 10 %. Le milieu est stériliseé 20 minutes a
120°C, a 'autoclave.

Aprés 24 heures d'incubation a 28°C sur secoueur giratoire a 220 tr/min et

amplitude = 50 mm, 10 % en volume de glycérol pur stérile sont ajoutés a la culture. La

culture est ensuite répartie dans des cryotubes de contenances variant de 1 ml a
10 ml, de préférence de 2 mi a 4 ml.
Ces tubes sont conserves dans l'azote liquide.
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Exemple 2
Cet exemple décrit la préparation et Fobtention de 'hétéropolysaccharide selon

deux procédés de fermentation, 'un avec une source d'azote organique et 'autre avec
une source d'azote minérale. |

Dans cet exemple deux étapes de "préculture” interviennent. Ces etapes ont ieu
en erlenmeyers de 500 ml, ce qui correspond a 100 mi de milieu.

L'étape de production qui correspond a l'étape au cours de laquelle la souche
bactérienne produit le polysaccharide, a lieu en fermenteur de 20 litres, dont 15 litres

utiles.
Les conditions d'agitation du secoueur giratoire sont : vitesse = 220 tr/min et

amplitude = 50 mm.

Etape preculture 1 :
L'étape de préculture 1 est réalisée avec un milieu PYG 10 de composition

suivante :

o extrait de mailt 30 (Oxoid)

o extrait de levure 30 (Oxoid)

o peptone de soja 5¢g (Oxoid)

o glucose 10 g (Prolabo)

o eau distillée qsp 1 1.

Tous les ingrédients sont disperses dans gqsp 1| d'eau distillée. Le pH est ajuste
avant stérilisation a 6,5 avec H,SO4 10 %. Le milieu est stérilisé 20 minutes a 120°C a
I'autoclave.

Aprés stérilisation et avant inoculation par le cryotube (qsp), le pH est a’7,33.

Chaque erlenmeyer est ensemenceé avec la quantite qsp de la CAL.

Aprés 24 heures d'incubation a 28°C sur secoueur giratoire (220 tr/min, A = 50
mm), le milieu présente les caractéristiques suivantes :

o pH = 6,82

o viscosité = 100 mPa.s

o la population lue sur MY agar (milieu Difco, reference 0712-01-8) apres 72 heures a
28°C = 1,8.10° ufc/ml

Aprés 24 heures d'incubation, la preculture 1 est utilisee pour ensemencer la
preculture 2.

Etape de precuiture 2 :
L'étape de préculture 2 est réalisée avec un milieu de composition suivante :

o extrait de levure 4 g (Oxoid)
s MgSO,,7H,0 0,89 (Prolabo)
o FeS0,,7H,0 0,01 g (Prolabo)
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o MnSO,4,H,0 5 ppm Mn2* (Prolabo)
o KoHPO 4 4q (Prolabo)
ou Na,HPO 33 (Prolabo)
o glucose 10 g (Prolabo)

o eau adoucie qsp 1|

Une solution de glucose a 100 g/l est préparée dans de leau distillee puis
stérilisée a pH naturel 15 minutes a 121°C.

Le reste des ingrédients est dispersé dans qsp 900 ml d'eau adoucie puis ajuste
a pH 6,8 avant la stérilisation 15 minutes a 121°C.

Aprés stérilisation, on ajoute 10 ml de la solution de glucose dans chaque
erlenmeyer.

Aprés stérilisation et avant inoculation, le pH est de 6,88.

Chaque erienmeyer est inoculé avec la quantite suffisante pour de la preculture

Aprés 24 heures d'incubation a 28°C sur secoueur giratoire (220 tr/min, A = 50
mm), le milieu présente les caractéristiques suivantes :
o pH = 6,82
o viscosité = 50 - 100 mPa.s
o |a population lue sur MY agar (milieu Difco, reférence 0712-01-8) apres 72 heures a
28°C = 1,6.10° ufc/ml

Aprés 24 heures d'incubation, la préculture 2 est utilisée pour ensemencer la les
deux milieux de fermentation (fermenteurs 1 et 2) dans I'eétape de production.

Etape de production :
L a derniére étape est I'étape de production de I'hétéropolysaccharide (HP).

Le milieu du fermenteur 1 a la composition suivante :

o glucose 20 ¢ (Prolabo)
o CSL 6g (Prolabo)
o MgSQOy,4,7H,0 0,8g (Prolabo)
s MnSO 4,H,O 5 ppm Mn2* (Prolabo)
o KoHPO 4 1g (Prolabo)
o antimousse 0,2 mi

s eau adoucie qsp 1|

Glucose = Qsp grammes de glucose sont dissous dans gqsp 3 | d'eau adoucie. Le pH

est abaissé a 5 par H,SO, 10 %. La solution est stérilisée en flacon de Mariotte 30
minutes a 120°C a l'autoclave.

T e s A ) Vi M - 0 B el S VA e A A P e UEPNE S - D .
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Azote + sels = Qsp grammes de corn-steep liquor (CSL), 15 g de KoHPO4, 12 g de

MgS0O,4.7H,0, 23 ml d'une solution de MnSO,4,H,0 a 10 g/l, et 3 ml d'antimousse sont

dissous dans gsp 7 | d'eau adoucie. Le pH est ajusté a 6,5 avec H,SO4 10 %. Ce
mélange est stérilisé in situ 30 minutes a 120°C.
Soude 1N = 40 g de pastilles de NaOH sont dissous dans gsp 1! d'eau distillee. La

solution est stérilisée en flacon de Mariotte 30 minutes a 120°C a l'autoclave.

Quand tous les ingrédients sont a 28°C, ils sont mélanges dans le fermenteur. Le
fermenteur est ensuite inoculé avec qsp de preculture 2.

L es conditions de ferrnentation dans le fermenteur 1 sont les suivantes :
Agitation = 200 tr/min de 0 a 20 heures d'age, puis 400 tr/min. jusqua la fin de la

fermentation
Aération = 400 I’/h de 0 a 18 heures puis 825 I’/h de 24 heures jusqu'a la fin de la

fermentation

La température est régulee a 28°C.

Le pH est regulé a 6,8 par NaOH 1N.

La pression est la pression atmospherique.

Le milieu du fermenteur 2 a la composition suivante :

2 NaNO, 124¢ (Prolabo)
= NH4NO, 0,25 ¢ (Prolabo)
= CaS0,4,2H50 030 (Prolabo)
a MgSO,,7H,0 0.8 ¢ (Prolabo)
o MnSO4,H,0 5 ppm Mn4* (Prolabo)
- FeS04,.7H,0 001g (Prolabo)
s Na,HPO, 3g (Prolabo)
c glucose 45 @ (Prolabo)
> antimousse 0.2 mi

s eau adoucie qsp 1|

Glucose = Qsp grammes de glucose sont dissous dans qsp 3 | d'eau adoucie. Le pH

est ajusté a 5 par H,SO,4 10 %. La solution est sterilisee en flacon de Mariotte 30
minutes a 120°C a l'autoclave.

Azote + sels = 18 g de NaNO,, 3,756 g de NH,NO,, 4,6 g de CaS04,2H,0, 23 ml
d'une solution de MnSO,,H,0 a 10 g/l, 12 g de MgS0O,,7H,0, 75 ml d'une solution de
FeSO,47H,0 a2 g/, 4,5 g de Na,HPO,, et 3 ml d'antimousse sont dissous dans gsp 71
d'eau adoucie. Le pH de cette solution est ajusté a 6 avec H,50, 10 %. Ce melange
est stérilisé in situ 30 minutes a 120°C.
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Soude 1N = 40 g de pastilles de NaOH sont dissous dans gsp 11 d'eau distillee. La

solution est stérilisée en flacon de Mariotte 30 minutes a 120°C a lautoclave.

Quand tous les ingrédients sont a 28°C, ils sont melanges dans le fermenteur. Le
fermenteur est ensuite inoculé avec gsp de préculture 2.

L es conditions de fermentation dans le fermenteur 2 sont les suivantes :
Agitation = 200 tr/min de 0 a 20 heures d'age, puis 400 tr/min jusqu'a la fin de la

fermentation

Aération = 400 I/h de 0 a 24 heures puis 825 I/h de 24 heures jusqu'a la fin de la
fermentation

| a température est réguiée a 28°C.

Le pH est régulé a 6,8 par NaOH 1N.

La pression est la pression atmospheérique.

Résultats de fermentation :
Selon le milieu de culture étudié, les durées de fermentations varient de 65 a 90
heures. les matiéres séches précipitables a l'isopropanol varient de 15 a 26 g/kg, et le

rendement pondéral par rapport a la source de carbone mise en oeuvre varie de 33 a
60 %.

Extraction et Purification
Le moit de fin de fermentation est stabilisé avec 10 % d'isopropanol pur
(poids/poids). Il est ensuite traité thermiquement a 110°C pendant 25 minutes a pH
naturel (ici pH = 7). Le pH pendant le traitement thermique ne varie pas.
Sorti du traitement thermique, le moat est extrait a chaud (temperature > 80°C).
Les conditions de précipitation sont
- isopropanol = 53 % en poids/poids
= Na,S04 = 0,2 % en poids/poids
= matiére séche = 0,4 % en poids /poids.
Aprés la précipitation, les fibres sont hachées puis lavees et déshydratees avec
l'isopropanol ayant un titre de 78 %.
Les fibres sont ensuite séchées a I'étuve ventilée a 80 - 85°C jusqu'a l'obtention
d'un produit avec une humidité d'environ 10 % en poids.
Les fibres sont ensuite broyées et tamisees.

Exemple 3
Cet exemple a pour objet l'utilisation de (HP) obtenu dans 'exemple 2, dans une

formulation alimentaire pour nappage.
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Dans les exemples gui vont suivre, les viscosités en écoulement, exprimeées en
mPa.s. ont été mesurées au moyen d'un viscosimetre BROOKFIELD RVT 20-2, a
température ambiante.

Les valeurs des modules élastiques, exprimées en Pa, ont été effectuées au
moyen d'un rhéométre CARRIMED CSL 100, a contrainte imposeée. Elles ont ete
mesurées en régime oscillatoire - frequence de 0,01 a 10 Hz.

| es mesures de taux de foisonnement, exprimees en %, ont été realisees de la
facon suivante :

«dans un bécher de volume (V) et de masse connus, on introduit de la mousse, on
donne trois coups secs, et on arase

e on pése le bécher pour déterminer la masse (M) de mousse qu'elie contient ;

e le taux de foisonnement = [ M(g) /V (ml) ] x 100

On prépare deux formulations :
formulation 3.1 : comprenant I'hétéropolysaccharide (HP) selon l'invention,
formulation 3.2 (comparative) : comprenant le caseinate de sodium, et l'alginate de
sodium.

Les compositions des formulations sont recapitulees dans le Tableau .
Tableau |

Formulation 3.1 | Formulation 3.2
Composantes

(% en poids) (% en poids)
Phase huileuse l

o Huile de palme hydrogenee 7.6 | 7.6

o Ester acétique de mono-diglycerides 0,76 0,76

o Ester lactique de mono-diglycerides 0,76 0,76

Phase aqueuse

o Sucre 8,35 8,35

o Poudre de lait ecrémeé 7,44 | 7.44

= Maltodextrine (Glucidex® 19) - 4.6 4.6

o Caséinate de sodium - 1,5

o Alginate de sodium - 0,02 |
o Hétéropolysaccharide (HP) | 1 - |
o Eau 1 qsp 100 qsp 100
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Phase aqueuse
Dans un bécher équipé d'une pale défloculeuse, on pése la quantite d'eau

requise et 'on disperse sous vive agitation (500 tr/min) le mélange de poudres décrit
dans le tableau ci-dessus.
L'agitation est maintenue 5 minutes apres l'introduction desdites poudres.

Phase huileuse

Dans un bécher, on chauffe au bain-marie a 70°C la matiere grasse et les
emulsifiants.

On ajoute ensuite la phase huileuse a la phase aqueuse sous agitation a 1000
tr/min.

L'agitation est maintenue 5 minutes aprés lintroduction de la phase huileuse.
Pendant cette opération, on compense [|'evaporation de {'eau.

Le tout est ensuite homogénéisé a I'Ultra-turrax pendant 2 minutes a 20000
tr/min.

On refroidit le mélange a une température inférieure a 10°C, avant de proceder
au foisonnement. Celui-ci a lieu en utilisant un mélangeur de laboratoire de type

KENNWOOD CHEF a vitesse maximale pendant 3 minutes a une temperature proche
de 5°C.

Les résultats sont rassembliés dans le Tableau ii.

Tableau Nl

Formulation 3.1 Formulation 3.2

l Viscosité avant foisonnement (mPa.s) 1500 1700

Taux de foisonnement (%) 350

G' mesuré a 1 Hz (Pa) | 1800 1600

G" mesuré & 1 Hz (Pa) 300 400

Ces résultats montrent que la formulation 3.1 mettant en oeuvre le (HP) selon
linvention, présente une viscosité plus faible que celle de la formulation 3.2
comparative, et de ce fait est plus facile a faire foisonner.

En outre, la formulation 3.1 (selon l'invention), est d'une part plus gelifiee (G’ plus
élevé a haute fréquence), et présente un taux de foisonnement ameliore.
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REVENDICATIONS

1. Hétéropolysaccharide (HP) caractérisé en ce qu'il est obtenu par
fermentation d'un milieu comportant une souche Agrobactenum radiobacter |-
2001 (ou DSM 12095), un de ses recombinants, ou de ses mutants, et une
source de carbone assimilable par ladite souche, I'un de ses recombinants, ou
I'un de ses mutants et caractérisé en ce qu'il ne comporte pas de mannose et en

ce qu’il comporte les motifs suivants dans des proportions molaires suivantes,

en prenant comme référence le glucose egal a 1 :
— galactose et/ou ses derives 0,2 - 5,
— acide glucuronique et/ou ses sels 0,1 - 3,
— acide acétique et/ou ses sels 0 - 5,

— acide pyruvique et/ou ses sels 0,01 — 2.

2. Hétéropolysaccharide (HP) selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'il
comporte lesdits motifs dans des proportions molaires suivantes en prenant
comme réference le glucose égal a 1:

— galactose et/ou ses dérives 0,5 - 4,
— acide glucuronique et/ou ses sels 0,2 - 2,

— acide acétique et/ou ses sels 0 - 4,

— acide pyruvique et/ou ses sels 0,01 - 2.

3. Hétéropolysaccharide (HP) selon I'une quelconque des revendications 1 a

2, caracterisé en ce que les acides glucuronique, acétique, et pyruvique se
préesentent sous forme de sels.

4. Heteropolysaccharide (HP) selon l'une quelconque des revendications 1 a
3, caractérisé en ce que lesdits acides se présentent sous forme de sels de
sodium, de potassium, de calcium ou d'ammonium.
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5. Hétéropolysaccharide (HP) selon l'une quelconque des revendications 1 a
4, caractérisé en ce qu'il présente une masse molaire moyenne en poids (Mw)

comprise entre 1.109 et 5.106 g/mol.

6. Heétéropolysaccharide (HP) selon l'une quelconque des revendications 1 a

5, caractérisé en ce qu'il présente une masse molaire moyenne en poids (Mw)

de 3.106 g/mol.

7. Hetéropolysaccharide (HP) selon 'une quelconque des revendications 1 a
6, caractérisé en ce que des solutions a 1 % en poids/poids dudit
hétéropolysaccharide (HP) dans l'eau distillée a 23 °C, conduisent a des valeurs

de G' comprises entre 0,1 et 200 Pa, et celles de G" comprises entre 0,1 et 20
Pa mesurée a une fréquence de 1 Hz.

8. Hétéropolysaccharide (HP) selon lI'une quelconque des revendications 1 a
7/, caractériseé en ce que des solutions a 1 % en poids/poids dudit
hétéropolysaccharide (HP) dans I'eau distillee a 23 °C, conduisent a des valeurs

de G' comprises entre 20 et 200 Pa, et celles de G" comprises entre 0,5 et 15
Pa mesurée a une fréquence de 1 Hz.

9. Héteropolysaccharide (HP) selon la revendication 8, caractérisé en ce que

la valeur de module éelastique G' est comprise entre 20 et 150 Pa, et celle de G"
entre 0,5 et 10 Pa.

10. Héteropolysaccharide (HP) selon l'une des revendications 8 ou 9
caractérise en ce que G' est environ 100 Pa et G" est de 5 Pa.

11. Heétéropolysaccharide (HP) selon l'une quelconque des revendications 1 &
10, caractérisé en ce que des solutions a 1 % en poids/poids dudit (HP) dans
'eau distillée contenant 1 % poids/poids de NaCl, a 23°C, conduit a des valeurs

de viscosité en écoulement & un gradient de cisaillement de 0,1 s-1 comprises
entre 100 et 5000 Pa.s.
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12. Hétéropolysaccharide (HP) selon l'une quelconque des revendications 1 a
11, caractérisé en ce que des solutions a 1 % en poids/poids dudit (HP) dans
'eau distillée contenant 1 % poids/poids de NaCl, a 23°C, conduit a des valeurs

de viscosité en écoulement & un gradient de cisaillement de 10 s-1 comprises
entre 0,5 et 300 Pa.s.

13. Heétéropolysaccharide (HP) selon 'une quelconque des revendications 1 a
12, caractérise en ce qu'il se présente sous la forme d'un solide de type fibres
ou poudre.

14. Procéde de préparation de I'nétéropolysaccharide (HP) tel que défini a
'une quelconque des revendications 1 a 13, caractérisé en ce que
I'néteropolysaccharide (HP) est séparé du mo(t de fermentation selon les
étapes suivantes :

|- on soumet le mout de fin de fermentation a un traitement thermique entre
80°C et 120°C pendant 10 a 60 minutes,

le molt issu de l'étape (i) est maintenu a la méme température que la
température du traitement thermique,

ii- on precipite ledit hétéropolysaccharide (HP) a chaud a une température
supérieure a 80°C au moyen d'acétone ou d’alcools comportant de 1 a 6 atomes
de carbone choisis du groupe comprenant I'éthanol, le propanol, l'isopropanol, le
putanol, le tertio-butanol, ou leur mélange ;

it - on sépare I'hétéropolysaccharide (HP) du liquide organique.

15. Procéde selon la revendication 14, caractérisé en ce que dans I'étape (i) le
mout soumis au traitement thermique présente un pH compris entre 6 et 8.

16. Procédé selon l'une quelconque des revendications 14 ou 15, caractérisé
en ce que dans l'étape (ii) la précipitation de I'hétéropolysaccharide (HP) par un
liquide organique est réalisée en présence de sels, choisis du groupe

comprenant les sulfates, les chlorures, ou les phosphates de sodium, de
potassium, ou de calcium.
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17. Procédé selon l'une quelconque des revendications 14 a 16, caractérisé en

ce que les fibres obtenues a l'issue de l'étape (iii) sont déshydratees.

18. Procédé selon la revendication 17, caractérise en ce que les fibres sont

séchées, broyées et/ou tamisées de facon a obtenir une poudre
d'hétéropolysaccharide (HP).

19. Utilisation de I'hétéropolysaccharide (HP) tel que décrit a I'une quelconque

des revendications 1 a 13 en tant qu'agent épaississant et/ou gélifiant.

20. Utilisation de I'hétéropolysaccharide (HP) tel que décrit a I'une quelconque
des revendications 1 a 13, en tant qu'agent épaississant et/ou gélifiant dans les
industries pétrolieres, agrochimiques, alimentaire, cosmeétique, papetiére, textile,
ainsi que dans les peintures, les lentilles de contact, les colles, les encres, et les
nettoyants meénagers ou industriels.

21. Utilisation de I'hétéropolysaccharide (HP) tel que décrit a I'une quelconque
des revendications 1 a 13, comme agent épaississant et/ou gélifiant dans des

formulations alimentaires en des quantites comprises entre 0,01 a 5 % en poids

d'hetéropolysaccharide (HP) par rapport au poids de la composition ou
formulation. '
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