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ABSTRACT

Carrageenans from the following red algae, Eucheuma spinosum, Eucheuma
cottonii (Solieriaceae), Chondrus crispus gametophytes, and Gigartina stellata
(Gigartinaceae) have been fractionated in order to obtain enriched fractions of car-
rageenan precursor(s) (u- and v-carrageenans). L.r. and '*C-n.m.r. spectroscopy
have been used to identify structures present in these fractions and in total extracts
from Ahnfeltia concinna and Ahnfeltia gigartinoides (Phyllophoraceae) and both
methods are compared. v-Carrageenan (precursor of t-carrageenan) was the only
precursor that could be detected in E. spinosum, E. cottonii, and the two Ahnfeltia
species. E. cottonii fraction was also enriched in t-carrageenan; this structure was
partially methylated at O-6 of the D-galactose residue (m.s. determination). u-Car-
rageenan (precursor of k-carrageenan) was identified as the only precursor in the
gametophyte fraction of C. crispus. Both structures u and » were present in G. stel-
lata. '*C-N.m.r. spectroscopy is shown to be a good method of characterizing these
structures, giving more accurate results than i.r. spectroscopy.

SOMMAIRE

Les carraghénanes synthétisés par les algues rouges Eucheuma spinosum,
Eucheuma cottonii (Solieriaceae), les gamétophytes de Chondrus crispus, Gigar-
tina stellata (Gigartinaeceae), ont été fractionnés afin d’obtenir des fractions en-
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richies en précurseurs (carraghénanes u et »). Ces fractions ainsi que les extraits to-
taux d'Ahnfelta concinna ot Ahnfelna gigartinoides (Phyvllophoraceae) ont été
analyses et 1dentifiés par spectroscopie i r. et spectrométrie r.mun.''Cl les deun
méthodes sont comparées. Chez E. spinosum, E. cottonii et les deus Alnfelna, le
seul précurseur identitié est e carraghénane » (precurseur du carraghénane ). La
fraction extraite d'E. cottori est également enrichie en carraghénane ¢ partielle-
ment méthvlé en O-6 du residu de D-galactose (determination par ~ m.1 Chez (
crispus (gamétophytes). le précurseur identifié est le carraghénane u (precurseur
du carraghénanc «) et chez (5. stellata les deux structures g et r ont ete mises en
evidence. La spectroscopic de r.m.n.-"*C <avere étre trés utile pour la détermina-
tion de ces structures et beaucoup plus precise (ue la spectroscopic 1.1,

INTRODUCTTON

Les carraghénanes sont des D-galactanes sulfatés constituant les parois cel-
lulaires de certaines algues rouges. Ces polymeres sont des produits gélifiants ou
€paississants, o« haute valeur commerciale. e schéma commun a toutes les
molécules est Falternance des liaisons a-{(1-+3) et S-(1—4) entre fes restdus de D-
galactose. Le galactose de configuration a peut étre sous torme 3.6-anhydro.

Tl ont été classés en deux tamilles’ swivant leur mode de sulfatation: la famille
x comprenant les carraghénanes” x. ¢, p et v et la famille A comprenant les car-
raghénanes A, & et #* Dans lu famille «. les carraghénanes g ot » ont éte definis
comme étant les precurseurs biologiques probables des carraghénances k ¢t ¢. Law-
son et Rees® ont isolé. a partir d'une algue fraiche. une enzyme capable de
scinder le groupe sulfate en C-6 du résidu a-D-galactose (caracteristique des frac-
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tions « et ¢ (Schéma 1). Ces résultats ont été confirmés par Wong et Craigie®. La
transformation des précurseurs u ¢t v en k et « est également réalisable in vitro par
réaction en milieu alcalin (Schéma 1).

Tous les carraghénanes appartenant a la famille « semblent étre des hybrides
k—t (apres traitement alcalin pour éliminer les précurseurs). Ils peuvent étre a
dominante k: Eucheuma cottonii (Solieriaceae)’, gamétophytes de Chondrus cris-
pus, et Gigartina stellata (Gigartinaceae)™®, ou a dominante «: Eucheuma spinosum
(Solieriaceae)’, ou bien contenant des quantités égales: Ahnfeltia concinna (Phyl-
lophoraceae)®. Les données bibliographiques sur les précurseurs biologiques des
carraghénanes extraits de C. crispus et G. stellata sont peu précises, un ou deux
précurseurs pourraient étre présents>®!°, Quant a E. cottonii (x dominant) et E.
spinosum (v dominant), les résultats d’Anderson et al.'! semblent montrer que le
précurseur du premier est le carraghénane u, alors que le précurseur du second est
le carraghénane v.

L’objet de nos présents travaux est d’adapter la spectroscopie r.m.n.-">C
(méthode récente d’identification des carraghénanes « et )12~ 1€ 3 la caractérisation
des précurseurs de carraghénanes extraits d'E. spinosum, E. cottonii, C. crispus,
G. stellata, A. concinna et A. gigartinoides. Nous avons également utilisé la spec-
troscopie i.r., méthodes plus ancienne, ¢t comparons les deux techniques.

PARTIE EXPERIMENTALE

Algues et carraghénanes. — Eucheuma cottonii et Eucheuma spinosum sont
des algues cultivées aux Philippines et importées par la Société Ceca (France);
Chondrus crispus et Gigartina stellata sont des algues d’origine bretonne (France).
Le carraghénane extrait d’Ahnfeltia concinna est un don de M. Doty et G. Santos
(Université d’Hawai, U.S.A.) et celui d’Ahnfeltia gigartinoides est un don d’E.L.
McCandless (Université McMaster, Ontario, Canada).

Préparation des fractions enrichies en précurseurs. — Deux méthodes de frac-
tionnement ont été€ utilisées. La premiere a partir des algues entieres (E. cottonii,
E. spinosum)'’, la seconde a partir du carraghénane préalablement extrait de
I'algue (C. crispus, G. stellata).

Les deux échantillons d’ Eucheuma sont lavés a I'eau froide et séchés. Les al-
gues séches (500 g) sont placées au bain-marie dans de I’eau (7 L) a 50° (E. cottonii)
ou 30° (E. spinosum) sous agitation faible. Aprés gonflement les algues sont
coupées en petits fragments. Apres 2 h de macération, la solution de trempage est
filtrée sur voile de nylon. Cette solution est chauffée a 80°, clarifi€e par filtration
sur terre filtrante (Clarsel-flo, Ceca) et concentrée a I'étuve a 70° jusqu’a 1,5 L. La
solution subit ensuite un rapide (~1 min) passage acide & pH 5.5 et a 60° par addi-
tion d’acide chlorhydrique 0,1M, afin de décarbonater la solution. Aprés neutralisa-
tion avec de I’hydroxyde de sodium M le polyoside est récupéré par précipitation en
versant sous agitation la solution chauffée & 80° dans le 2-propanol (2 vol.). Les
particules fines éventuelles sont centrifugées, ajoutées au précipité préalablement
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tiltré sur voile de nylon. Le tout est relavé a I'éthanol. séché et brové. Le produit
est remis en solution et filtré 4 chaud (8(7) sur préfiltre Millipore AP 25, La solu-
tion est concentrée, précipitée avec le 2-propanol. Le précipite seché et broye est
appelé fraction enrichie en précurseurs (E.P.).

Les carraghénanes de C. crispus et (5. stellata sont préalablement extraits de
["algue et ensuite fractionnés, seion la méthode suivante. Les algues (100 g) trides.
lavées et séchées sont placées dans de Peau (3 L) au bain-marie sous torte agita-
tion. Apres gonflement, elles sont broyées a Paide d'un apparcil & arbre broveur
(Ultra-Turrax). La pite obtenue est maintenue sous agitation pendant 5 h & 907,
purs clarifiee par filtration & 80- a "arde de terre filtrante (Clarsel-flo. Ceca). Le
sirop obtenu est coagulé & 807 par le 2-propanol (2 vol.). Le carraghénanc broyé et
séché représente l'extrait total. L'enrichissement en precurseurs est effectue
comme suit: la poudre (10 g) est dispersee sous agitation danx unc solution (1 1)
a 2,5% de chlorure de potassium. & température ambiante. Apres | h dragitation.
le mélange est centrifugé pendant 5 min a S000g. Le culot est lavé avec une solution
de chlorure de potassium a 2.5¢% et le liquide de lavage mélangé au surnageant. La
solution obtenue est filtrée sur préfiltre Millipore AP 25 et concentree a 807 jusqu’a
200 mL. Apres avoir subi une décarbonatation suivant le procedé Jecrit plus haut,
la solution est chautfée a 80” ¢t le polyoside est obtenu par précipitation a uide de
2-propanol (2 vol.}. Le précpité est seché etbroyvé Cette poudre est cgalement ap-
pelée fraction enrichie en precurseurs (E.P.).

Traitement alcalin des fractions enrichies en précurseurs. — 1 ¢« poudres de
carraghénanes sont traitées en milicu hétérogence. Elles sont dispersees a la concen-
tration de 200 g/L dans un melange en ébullition cau-2-propanol 1:1 (v'v) conte-
nant 100 g/L. d’hydroxyde de potassium. Le mélange est agité sous reflux pendant
5 a6 h et du 2-propanol ¢1 vol ) est gjouté. e préapité est filtre et lave au
2-propanol et remis ¢n solution dans Peau (~10 g/L) & 60" La solution est ncut-
ralisée & Pacide chlorhydrique M. chauftée a 80° et précipitec a aide de 2-propanol
(2vol.).

Spectroscopie infra-rouge. -— L appareil utilisé est un Perkin—-Elmer, modele
457. Les échantillons sont analysés sous torme de films prépares par evaporation a
60° d'une solution a (0.4%¢ sur plaque de chlorure de polyvinvie {Afco dur).

Spectroscopie de r.m.n.-"*C. — L'appareil utilisé est un spectrométre Bruker
CXP 300 (7544 MHz). Les spectres sont obtenus par découplage des protons. Les
échantillons sont dilues dans P'eau deutérée a 20 mg/mL. Les fractions n'avant pas
subi de traitement alcalin (non transformees) sont analysées i 9" alors que les
fractions transformées sont analysées & 707 La puissance de pulse utiliser ost de 253
wus (angle de pulse 90%) et fe temps d'acquisiton de 4 s. Les nombres d accumula-
tions et les fenétres de fréquence varient suivant les echantilions; leur valeurs sont
notées dans la légende de chaque spectre. Les déplacements chimigues <ont cal-
culés par rapport au signal du tétraméthvlsilanc en utilisant 'acide 4.4-dimethyl-4-
silapentane-I-sulfonique comme étalon interne. Les spectres d'A4. conunna et A,
gigartinoides ont été realisés a I'arde d’un spectrometre Bruker WP-80:DS FT (20
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MHz). Les conditions sont les suivantes: puissance de pulse 4 us (angle de pulse
60°), temps d’acquisition 0,68-0,82, 0,68-0,825, nombre d’accumulations 200 000,
fenétre de fréquence 1,5 kHz, température 90°. Les pourcentages des différentes
structures présentes dans les fractions analysées sont calculés par intégration des
pics correspondant aux atomes C-la. c’est-a-dire les signaux la, Kaet Y.

Spectrométrie de masse. — L’appareil utilisé est un instrument Nermag R
1010. Les spectres sont obtenus par impact électronique a 70 ev. La colonne chro-
matographique est une colonne capillaire en quartz de 25 m chargée de phase
stationnaire SE-30; le gaz vecteur est I'hélium. 1.’échantillon est introduit a 'aide
d’un injecteur de Ross. La température de la colonne subit une programmation
lin€aire a 2°/min a partir de 150°. Le chromatogramme est reconstitué par intégra-
tion des pics de m/z 35 4 400, et le temps d’intégration est de 1 milliseconde/masse.

Le polyoside (1 g, fraction E.P. d'E. cottonii) est hydrolysé a 95° pendant 16
h sous tube scellé a I'aide d’acide sulfurique a4 5% (5 mL). L’hydrolysat est neu-
tralisé a chaud par du carbonate de baryum et filtré sur verre. Le précipité est lavé
trois fois a 'eau déminéralisée et les eaux de lavage sont ajoutées au premier filtrat.
A cette solution on ajoute de l'inositol (200 mg) servant d’étalon interne. Le
volume total du filtrat et des eaux de lavage est de 100 mL. Cette solution (10 mL)
est réduite par le borohydrure de sodium (10 mg) pendant 1 h & température am-
biante. Apres élimination de I'excés de réactif par une goutte d’acide acétique, la
solution est évaporée a I’étuve a 55° et reprise trois fois avec du méthanol (1 mL)
pour éliminer le borate formé. Le résidue est acétylé en tube scellé pendant 3
heures a 120° avec I’anhydride acétique (2 mL).

RESULTATS
Les carraghénanes d’E. spinosum, E. cottonii, C. crispus et G. stellata ont été

TABLEAUI

SIGNAUX EN SPECTROSCOPIE DE R M N.-'3C CORRESPONDANT A C-1 POUR LES DIFFERENTES STRUCTURES DE
CARRAGHENANES OBSERVEES CHEZ E. spinosum, E. cottonu, C. crispus, G. stellata, A. concinna €T A.
gigartinoides"”

Signaux® Algues
E spinosum E.cottomi  C cnispus G stellata A.con- A gigarti-
E - =T cinna (a)  noides (a)
a b a b a b ¢ a b
X 104,5 104.5 104.5 104.5 104.5 104.5 104,5
Kg. 1g; 102,0 1019 102,01 102.1 102,2 102.2 102.1 102,1 102,1 102.2 102.2
YouY’ 98.1 98,0 97.5 97,5 978 98,0 98.0
Ka, 95.0 95,0 951 949 950 950 950 950 95,0

la, 91.8 91,8 91,8 917 91,7 91.8 91,8 91,6 91.7

“Valeurs des déplacements chimiques par rapport au signal du tétraméthylsilane, hX. Y. Kg. Ka, Ta:
voir légendes des Figs 2 et 4. ‘(a) Fraction enrichic en précurscurs avant traitement alcalin; (b) cette
méme fraction apreés traitement alcalin: (¢} extrait total avant transformation alcaline.
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fractionnés suivant les deux méthodes décrites dans les paragraphes precedents.
Les pourcentages de fractions enrichies en précurseurs (F.P.) (par rapport au car-
raghénane total) sont approximativement les suivants: 167 (E spinosum). 3¢ (F
cottonii), 6% (C. ¢inpris) et 6%¢ (G stellata). Ces tractions ont été analyvsees avant
et apres transformation alcaline. par spectrométrie i.r. et par spectroscopte de
r.m.n.-"*C. Par comparaison des spectres, nous avons identifie la nature du (des)
carraghénane(s) précurseur(s) dans chaque fraction. Les carraghénanes exiraits
d’A. concimna ct A. gigartinordes ont etd analysés sans avoir subi de tractionnement
au préalable. La valcur des déplacements chimiques des principaty signaux sont
consignés dans le Tableau I. X et Y sont les pics correspondant aus atomes C-1 des
précurseurs (voir Discussion); les pics signalés par des tleches dans Tes figures sont
également liés a la presence de précurseurs. 1ls sont visibles sur tous les spectres des
fractions analysées avant traitement alcalin, sauf sur celui d°£. cottonit ol le pour-
ventage de précurseurs est trop faible.

930cm X
1240cm ] 8oscm

> 545 |,
f

4
1400 1200 1000 ROO 800

Fig 1 Spectres 1 r de carraghenanes extrats d°F sprosunt extrait total () avant ttansformation -
caline et (h) apres, traction E P (ennichie en précurseurs) fe) avant transintniation alealine o1 (d) dapres
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Eucheuma spinosum. — Les spectres i.r. de I'extrait total et de la fraction
E.P. sont tous classiques d’un carraghénane'® ¢, v 1240 (S=0O de SO,), 930 (3.6-
anhydro-1.-galactose), 845 (C-O-S de SO,-4, axial secondaire C-4), 805 cm™! (SO,-
2 de 3,6-anhydro-D-galactose). Bien que ces spectres aient un profil semblable. il
est possible de les différencier; » 805 et 1240 cm ! sont légérement plus intenses
pour la fraction E.P. que pour I'extrait total (Fig. 1, c ¢t a), prouvant ainsi que le
premier spectre correspond & un produit plus sulfaté. L’effet de la transformation
alcaline sur la fraction E.P. et le carraghénane total est visible (Fig. 1d et b): v
~820 cm™ ! (entre v 805 et 845 cm™') est moins intense aprés transformation; cette
différence est due a I’élimination du groupement SO4-6 (810 cm ') qui caractérise
les précurseurs.

La spectroscopie i.r. ne nous permet pas de trancher quant a la nature du
(des) précurseur(s) et il est nécessaire d’utiliser la spectroscopie r.m.n.-"*C (Fig.
2). Le spectre de la fraction E.P. non transformée met en évidence la présence de
deux structures: la structure ¢ classique, caractérisée par les signaux Ig et Ia (tous
identifiés sur le spectre; Fig. 2a)'*7'® dont quelques valeurs de déplacements

la,

Tag Igg
Ig3

196

110 100 90 80 70 60

Fig. 2. Spectres de r.m.n.-'*C de carraghénanes extraits d'E. spinosum. fraction E.P. (a) avant trans-
formation alcaline et (b) aprés. Les signaux X, Y, et ceux signalés par des fleches sont relatifs au précur-
seur; Ig et Ia représent les signaux correspondant aux atomes de carbone des résidus de D-galactose (g)
et de 3,6-anhydro-D-galactose (a) du carraghénane ¢ (I), les chiffres en indice représent le numéro du
carbone sur lc cycle. Conditions d’cnregistrement: nombres d’accumulations, (a) 2000, (b) 3307;
fenétres de fréquence (a) 15 kHz, (b) 20 kHz; mémorre (a) 8 K, (b) 4 K.
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chimiques ont été consignées dans le Tableau I et une seconde structure carac-
térisée par les signaux X (8 104.5). Y (3 98.1) et ceux signalés par des fleches. Cette
deuxiéme structure se transtorme intégralement en carraghénane ¢ apres traite-
ment alcalin (Fig. 2b): clle répond donc i ta définition du carraghénance . précur-
seur du carraghénane @ sa proportion peut étre estimée a environ 277 (de la frac-
tion E.P.). Nous confirmons donc fa nature du précurseur du carraghénune extrait
d'E. spinosum'? .

Eucheuma cottonii. — L analyse par spectroscopic 1 r. montre gue la fraction
E.P. (Fig. 3¢) est également cnrichie en carraghénane ¢ (# 805 cov '), par rapport
a P'extrait total qui présente un spectre caractéristique de carraghenane « (Fig. 3a)
(¢ 1240 cm ' moins intense. et absence de v 805 em ') Llinfluence du traitement
alcalin ne peut étre détectée sur extrait total, les spectres sont semblables (Fig. 3a
¢t b). Par contre, les spectres de la fraction E P, avant et apres transtormation al-
caline ont des profils légerement differents (Fig. 3c et d): on observe {de meéme que
chez E. spinosum) la dispantion des précurseurs par une diminuation de absor-
bance entre v 805 ¢t 845 cm

g30cm Bos e

T ! ] i
1400 1200 1000 500 600

L 1 1 i 1 I\

Fig. 3 Spectresir de carraghénanes extraits d'E - cotronu, voir legende de la Fig 1
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Fig. 4. Spectres de r.m.n.-"3C de carraghénanes extraits d'E. cottonu: fraction E.P. (a) avant transfor-
mation alcaline et (b) aprés; spectres de référence: (¢) carraghénane « extrait d'E. cottonii. (d) car-
raghénane ¢ d'E. spinosum (extraits totaux aprés transformation alcaline). Les signaux Kg et Ka repré-
sentent les signaux correspondant aux atomes de carbone des résidus de D-galactose (g) et de 3.6-
anhydro-D-galactose (a) du carraghénane x Pour les autres signaux, voir 1égende de la Fig. 2. Condi-
tions d'enregistrement: nombre d’accumulations (a) 20 149, (b) 12 000; fenétres de fréquence (a) 15
kHz, (b) 20 kHz: mémoire (a) 8 K. et (b) 4 K.
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La spectroscopie de r.m.n.-*C (Fig. 4} met en évidence dans la fraction en-
richie en précurseurs, non transformeée, la présence de trois structures (Fig. 4a): la
structure ¢ {55%) caractérisée par les signaux Ig et Ia, Ia structure x (25%}) par les
signaux Kg et Ka et la structure du précurseur (20%) par les signaux X et Y (Ta-
bleau I). Aprés transformation alcaline, les proportions deviennent 74% (1) et 26%
{x} prouvant que le précurseur s’est transformé en carraghénane + et qu’il était
donc du carraghénane ». L’analyse des spectres de r.m.n.-'>C apporte également
d’autres renseignements. Cing nouveaux signaux apparaissent sur le spectre de la
fraction non transformée (Fig. 4a), 1 (6 72,8}, 2(6 72,3), 3 (6 71,5), 4 (6 38,6) et
un cinguiéme peu intense, non représenté sur la figure {5 24,9). Ce dernier signal
a 3 24,9 disparait aprés traitement alcalin, ce qui sugpére un groupement acétyle.
Par contre, les signaux 1, 2, 3 et 4 ne disparaissent pas aprés traitement alcalin. Le
signal 4 est caractéristique d"un groupement O-méthylé'>'® qui est en C-6 du ré-
sidu de D-galactose (voir s.m.), ce qui permet d’identifier les signaux &, 2, 3 par
comparaison avec Je spectre d’un agar méthyle'3’®. Le signal (5 72,8 ) correspon-
drait & C-4 du résidu de D-galactose {variation de +1 p.p.m. par rapport 4 C-4 du
méme résidu non méthylé: Ig,, 8 71,8); le pic 2 (8 72,3) correspondrait 4 C-5 (vari-
ation de —2,3 p.p.m. par rapport i san homologue non méthyk: Igs, 8 74,6) et le
signal 3 4 C-6 (variation de +10,5 p.p.m. par rapport a4 Igs, § 61,0). On constate
que la présence du groupement méthyle a modifié 1a valeur du déplacement
chimigue de C-4 de la structure ¢ alors qu’il n’a maodifié en rien celui de la structure
« (Kgy, 8 73.9). Pratiquement toute la structure ¢ présente avant transformation al-
caline est méthylée.

Le spectre de masse du dérivé de peracétate de 6-O-méthylgalactitol, (Fig.
%), identifi¢?® par c.l.g. sur ECNSS-M, présente une série de pics qui peuvent étre
interprétés comme suit: le pic m/z 45 est caractéristique du groupement O-CHy-6,
et il résulte de la coupure de 1 en 2. Le pic m/z 43 est caractéristique de l'ion
acétvliom provenant de la fragmentation des groupements acétates. Le pic m/z 184
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Fig. 5. Spectre de masse du 1,2,3,4.5-penta-O-acétyl-6-O-méthyl-D-galactitol présent dans la fraction
E.P d'E. cottonu. La sensibilité est multiphée par 10 pour les valeurs de m/z >60.

correspond a la molécule de 6-O-méthylhexitol peracétate (406 u.m.) aprés la perte
de 4 COCH,, et de CH,=CO. Le¢s autres ions sont issus des fragmentations C-C,
suivies de pertes successives de CH;OH, de CH,=CO, de CH;CO,H et de
(CH5CO),0, ce qui nous permet d'interpréter les autres pics comme indiqué dans
3.

Chondrus crispus. — Le spectre i.r. de I'extrait total non transformé (Fig. 6a)
permet difficilement de discerner la présence de carraghénane ¢ (v 805 cm™') dans
I'extrait. Par spectroscopie de r.m.n.-">C, on détermine cependant que la structure
v représente 17% du polymere (x 73%, précurseur 109¢) (Fig. 7c). Le spectre i.r.
de la fraction E.P. (Fig. 6a) est caractéristique d'une fraction riche en précurseurs
(faible » 930 cm™' et v important 2 ~820 cm™'); aprés transformation alcaline, le
spectre de cette fraction devient celui d’un carraghénanc x caractéristique (Fig.
6d). Ces résultats sont confirmés par les spectres r.m.n.-"*C (Fig. 7). Le précurseur
caractérisé par les signaux X (8 104,5) et Y'(8 97.5) est donc le carraghénane u
dont le pourcentage peut étre estimé a 60% de la fraction E.P. Le carraghénane ¢,
qui constituait 17% de I'extrait total de C. crispus, n'est présent qu’a I'état de
traces dans la fraction E.P. (pic Igy, 8 71.8). Ce résultat semble prouver que les
molécules riches en structure ¢ n'ont pas diffusé dans la solution de chlorure de
potassium et ceci parce qu’elles ne contiennent pas ou peu de carraghénane u.
Celui-ci serait porté par les molécules 2 dominante «. Par fractionnement, on ob-
tient un extrait contenant 3 2 4% de précurseur (par rapport au carraghénane
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Fig 6 Spectres 11 de carraghenanes extraits de plants gamétophyfes de O crispus, extrait total (4)
avant transtormation alcahne et (hy apres, traction F P (¢) avant transtormation alcaline ot (d) apres

total), alors que I'extrait total en contient 1077 . Toutes fes molécules contenant des
précurseurs ne diffusent donc pas, seules celles qui statistiquement possedent
~60<7 de précurseurs sont solubilisees.

Gigartina stellata. — L'extrait total de (5. stellata semble avoir un caractere
¢ Iégerement plus marque que celui de €' erispus (Fig, 8a et b: v 805 em ). Lo
spectre 1. de la fraction E.P. cst trés semblable a son homologue de ¢ crispus
(Figs. 8 et 6¢). mais la spectroscopie de r m.n.-"*C permet de les difterencier (Fig
Y} La fraction de G. stelluta avant transformation alcaline possede 51°. de struc-
ture k. 5% de structure ¢ et 367 de précurseur (signal X a 8 104.5 ¢t Y 4 8 97.8).
Apres transformation alcaline. les pourcentages deviennent 69¢, de structure w ot
31% de structure ¢, prouvant amsi que la fraction F.P. contenait 18 de car-
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Fig. 7. Spectres de r.m.n -'*C de carraghénanes extraits de C. crispus; fraction E P. (a) avant transfor-
mation alcaline et (b) aprés, (¢) extrait total avant transformation alcaline. Voir légendes des figures 2
et 4. Conditions d’enregistrement: nombre d’accumulations (a) 3000, (b) 1100, (c) 4713; fenétres de fré-
quence (a) 15 kHz, (b) 20 kHz, (¢) 20 kHz; mémorre (a) 8 K. (b) 4 K, (¢) 4 K.

raghénane u et 26% de carraghénane v. Un signal non identifié apparait sur le
spectre de r.m.n.-">C & 8 104.2 entre X (8 104,5) et Kg;, Ig; (8 102,1); il diminue
d’intensité apres traitement alcalin. Peut-étre est-il lié a la présence de car-
raghénane A qui est un constituant de la base du pied des plants de G. stellata®'.



34 ¢ BEULION (i BRIGAND,J " PROME. D WELTE S BOCIT K

1 1
. 930cm 305cm

1240Ccm’ 1845

rem

1400 1200 19cn 80C 600

-1
cm

Fig 5 Spectres 11 de carraghenanes oztrants de G stellata, (a) oxtrat total v ant transtormation dl
calme ct{hyapres, traction b Pt avant transtormation alealine ot p) apres

Ahnfeltia concinna er Ahnfeltia gigartinoides. - L'echantillon d"Ahnafelti
concinna que nous avons utilisé a deja eté etudie™ par spectroscopie 1.1, et spec-
troscopie de r.n m -''C avant transformation alcaline™. Nous presentons ici son
spectre de r.n.m -"*C avant transformation alcaline (Fig. 1) Les signaux X et Y
ont un déplacement chimique 1dentique a ceux du carraghénane + present chez F.
sposum et E. cottonu (Tableau IN. Les proportions des differentes structures sont
de 5077 (k). 327 (¢) et 18 (precurseur) avant transtormation alcaline et devien-
nent 5047 () et 307 (k) apres transformation”. Ce résaltat conhirme Prdentite du
carraghénane v. Le spectre de r n.m.-"*C d"Ahnfeltna gigarnnodes. avant transfor-
matton alcaline. a un profil identique a celui d’A. concmna, les proportions des dif-
térentes structures sont cependant Ié¢gerement differentes' k 300 ¢ ). ¢4 ) et v
(Y¢). A gigartonoides ¢t A, concinna seraient deux especes wdentiques * 'une se
développant sur les cOtes calitorniennes et Pautre sur les cotes hawaennes
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Fig. 9. Spectres de r.m.n.-'*C de carraghénanes extraits de G stellata; fraction E.P. (a) avant transfor-
mation alcaline et (b) apres. Voir 1égendes des figures 2 et 4. Conditions d’enregistrement: nombre d’ac-
cumulations (a) 10 000, (b) 12 000; fenétres de fréquence (a) 15 kHz, (b) 20 kHz; mémoire (a) 8 K. (b)
8 K.

DISCUSSION

A partir de ces analyses et par comparaison avec les résultats de la littérature
obtenus sur agar sulfaté (avant et apres transformation alcaline)?*, nous déduisons
que le signal X correspond a C-1 du résidu de B-D-galactose 4-sulfate, alors que le
signal Y correspond a C-1 du résidu de a-D-galactose 6-sulfate. Si ce dernier résidu
ne porte qu'un groupement sulfate en C-6 (carraghénane w). le déplacement
chimique de C-1 est de 8 97,5; s’il porte un groupe sulfate supplémentaire en C-2
(carraghénane v), le déplacement est lIégérement modifi¢ et devient § 98,1. Si l'on
se trouve en présence d’'un mélange des deux précurseurs, le déplacement de Y
peut étre trouvé intermédiaire aux deux valeurs précitées (cas de G. stellata, Y =
597,8). en raison d’'une mauvaise résolution entre les signaux.

Le fait que seul le carraghénane v ait été mis en évidence chez les deux
Eucheuma et les deux Ahnfeltia peut signifier que ce précurseur est commun aux
carraghénanes ¢ et « chez ces espéces d’algues. Le carraghénane v se désulfaterait
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'Cde carraghénanes extraits 4 concmmng, extrait total (a) avant transtor-

en ¢ qui lui méme se désulfaterait e¢n «. le tout par I'intermediaire d'un systeme en-
zymatique approprié. Le carraghénane p a été mis en évidence chez les algues de
la famille des Gigartinaceae (C. crispus et G. stellata): les carraghénances synthé-
tisés par cette famille pourraient donc avorr une voie de biosynthese differente. Le
carraghénane p est le seul précurseur mis en évidence chez O cropus De préce-
dents résultats laissaient envisager la présence de ce carraghenane chez cette
algue™°, mais une ¢tude plus recente!” (par spectroscopie i.r ) suggerait que le pre-
curseur dominant était le carraghenane 1. U semble que fa spectroscopie de r.man.-
C permette d'identifier sans ambiguité la nature de notre échantilion

Les spectres i.r. des fractions E.P. non transformees de O crespus et G ostel-
lata sont tres semblables alors que la spectroscopie de r.m.n.-"'C montre que ces
deux extraits ont des structures différentes et notamment que la seconde contient
plus de structure ¢ que la premiere. La structure ¢ (1 805 cm '), qui apparait apres
transformation alcaline. peut étre déja présente dans la fraction enrichie on precur-
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seurs avant transformation alcaline, sans qu’elle puisse étre discernée. Bien que la
spectroscopie i.1. soit peu utile dans V'interprétation des résultats présentés dans ce
travail, nous avons tenu a la présenter en détail car de nombreux travaux pré-
cédemment publiés se sont basés uniquement sur I'interprétation de ces spectres.

La présence d’une faible quantité de structure ¢ dans I'extrait d'E. cottonii
(carraghénane «) a récemment été mise en évidence, et le caractére hybride des
molécules a également é1é démontré’. Nos résultats apportent une information
supplémentaire sur la distribution des résidus « et ¢ dans les chaines moléculaires
de Vextrait d’E. cottonii. Le carraghénane est constitué d’un spectre de molécules
hybrides partant de molécules tres faiblement hybrides (& forte dominante «), al-
lant jusqu’a des molécules plus riches en structure ¢. Il est important de souligner
que ces derni¢res sont partiellement méthylées. Ce carraghénane méthylé corres-
pond & ~2% du carraghénane total et joue peut étre un rdle au niveau de la
biosynthése. Jamais un carraghénane méthylé n'a été mis en évidence chez les
Gigartinaceae (Gigartinales); la présence d'un tel groupement est cependant
courante chez les Grateloupiaceae (Cryptonemiales)™ 2%,

Nous avons identifi¢ le carraghénane v comme étant le seul précurseur chez
E. cotionii; ce résultat contredit les résultats précédents'® qui I'avaient identifié
comme carraghénane u. Pour la premiere fois, carraghénanes u et v sont carac-
térisés sans ambiguité, et ce, par la spectroscopie de r.m.n.-"*C. Jusqu’a présent,
seuls les carraghénanes «, ¢ et carraghénane partiellement désulfaté (furcellarane)
avaient été identifiés par cette méthode'*'*. L’analyse par spectroscopie de r.m.n.-
3C apporte plus de renseignements sur la structure des carraghénanes que la spec-
troscopie i.r. qui est cependant une bonne méthode d’approche. La spectroscopie
de r.m.n.-"*C a ses limites puisqu’une structure dont la proportion est <10% dans
le polymere ne peut étre détectée. Il est alors important d’utiliser des techniques de
fractionnement qui permettent d’obtenir des fractions enrichies en structure pré-
sente en faible proportion dans l'extrait total. Il faut étre conscient que les
méthodes de fractionnement que nous avons utilisées ne permettent pas de con-
centrer la totalité de ces structures, elles permettent donc une analyse qualitative
et non quantitative.
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