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Le projet

Valorisation dans le 
domaine des 

biotechnologies

Micro-
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Le projet

ElucidationElucidation
complète de complète de 
la structurela structure

Modifications 
de structure

Relation Relation 
structure/fonctionstructure/fonction

EPS HYD 657

Diversité de 
propriétés



Exopolysaccharide (EPS)
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Etude structurale des EPS
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Nature des résidus glycosidiques
Configuration absolue des 

résidus glycosidiques

Nature des liaisons 
glycosidiques

Forme cyclique des 
résidus glycosidiques

Nature et sites de liaisons 
des substituants

Configuration anomérique 
des liaisons glycosidiques

Séquence des 
résidus glycosidiques

OO
OO

O

O

n

Exemple de l’EPS ST 716 (Rougeaux et al., 1998)



1ère partie : étude de 
l’exopolysaccharide natif



Composition globale

- 1.106 g/mol

- Indice de polydispersité (Ip) : 1.5

• Masse moléculaire

• Composition globale
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Oses neutres
Acides

uroniques
Osamines Sulfates

EPS HYD 657 42 % 35 % 9.4 %0 %



Composition osidique

• Identification et dosage des monosaccharides par CPG

14 ou 15 oses 
neutres

5 à 7 oses 
acides

Unité répétitive: 

- 19 à 22 sucres 

- 7 types de résidus

Rapports molaires

galactose 7

glucose 3

mannose 1.5

rhamnose 2

fucose 1

Acide galacturonique 2.5

Acide glucuronique 3.5 ou
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Nature des liaisons glycosidiques

• Rhap-(1®®®®

• ®®®® 3)-Rhap-(1®®®®

• ®®®® 4)-Glcp-(1®®®®

• ®®®® 3)-Galp-(1®®®®

• ®®®® 4)-Manp-(1®®®®

Résidus majoritaires : oses monosubstitués

•• Méthylation + Chromatographie en phase gazeuse 
couplée à la spectrométrie de masse



Nature des liaisons glycosidiques

• Résultats (suite)

- Oses terminaux : Fuc, Rha, Glc ou Man, 
Gal, GalA ou GlcA

Ramifications, hétérogénéité 
de chaînes
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- Oses disubstitués : Rha, Man

Ramifications, substituants
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- Acides uroniques liés en 4 : GlcA ou GalA

Dégradations spécifiques
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Séquence des résidus osidiques

• Spectre RMN 1H de 
l’EPS HYD 657 natif 
obtenu à 60°C

Complexité

Simplification structuraleSimplification structurale

- Anomérie ( aaaa / bbbb)

- Désoxy-oses

Protons 
anomériques aaaa

Protons 
anomériques bbbb

Méthyles des 
6-désoxy-oses

+ lactate



2ème partie : dépolymérisation de 
l’exopolysaccharide natif



Principe

Dépolymérisation par 
voie chimique

Purification

+
+

MélangeMélange



Fraction 1

Fraction 2

Vo 150 ml Vt 400 ml

min

Mp 8 300 g/mol

Ip 1.1

Vo 9 min

mV
Fraction 1

Mp 3 600 g/mol

Ip 1.25

Vo 9 min Vt 18.5 min

mV

min

Fraction 2

Par voie acide

1. Fractionnement

2. Détermination 
de la masse par 
diffusion de la 

lumière
Vt 18.5 min



• Analyses CPG

Par voie acide (suite)

Composition

Fuc Rha Glc Gal Man GlcA GalA

Fraction 1 0 2 2 3 1 1 1.3

Fraction 2 0 1.1 3.3 5 1 1.5 2

HYD 657 natif 1 2 3.5 7 1.5 3.5 2.5

Ratios



• CPG/SM

Par voie acide (suite)

• Disparition de certains résidus

- ®®®® 4)-Glcp-(1®®®®
- ®®®® 3,4)-Rhap-(1®®®® : fraction 2

• nombreux résidus mannose

• pas d’acide uronique détecté

- Résidus majoritaires : oses monosubstitués



• Spectres RMN : complexes

Autres modes de dépolymérisationAutres modes de dépolymérisation

Par voie acide (suite)



Dégradations spécifiques

• Dégradation au lithium dans l’éthylène diamine

• Dégradation de Smith



Bilan des premiers résultats

• Haute masse moléculaire : 1.10 6 g/mol

• Unité répétitive de 19 à 22 résidus dont 7 types de s ucres 
différents

Complexité structurale : 
dépolymérisation

• Présence d’acides uroniques et de substituants

- Sulfates

- Lactates

• Présence de ramifications



Conclusion

Optimisation en cours

• Dégradations spécifiques : 

• Dégradation par voie acide :

Exploitation des spectres RMN en cours



Perspectives 

• Fin de la structure :

� Réduction des acides uroniques par bbbb-élimination

� Substituants :

- Identification et dosage : Chromatographie ionique

- Position : RMN, CPG/SM



Perspectives 

• Préparation de dérivés

� Dépolymérisation 

� Modifications chimiques 

Panel de molécules : différentes 
propriétés fonctionnelles



Perspectives 

• Développement d’outils enzymatiques

� Modification d’EPS

� Analyse structurale 
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