
Curbohpdrate Research. 119 (1983) 3 148 
Elsevier Science Publishers B.V.. Amsterdam - Prlntcd I” The ktherlands 

IDENTIFICATION ET CARACTERISATION DES PRECURSEURS 

BIOLOGIQUES DES CARRAGHENANES PAR SPECTROSCOPIE DE 

R M N.-13C . . 

CHRISTINE Btmm3*, G~~RARD BRIGANI), 

SocitW Ceca, F-50500 Carentan (France) 

JEAN-CLAUIE PROME, 

C. N. R S., Biolugie et G&!tique Cellulawes, UniversitP Paul Sahatier, F-31062 Toulouse Cedex (France) 

DAVID W~I_~I ET STEPHEN BOUEK 

U&ever Research, Colworth Laboratory Shurnbrook. Bedford MK44 IL(;! (Angleterre) 

(Re~u le 18 mai 1982; accept6 sow forme rev&e le 20 janwer 1983) 

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) (JJ- and v-carrageenans). 1.r. and ‘3C-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 L-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 b-carrageenan; this structure was 

partially methylated at O-6 of the D-galactose residue (m.s. determination). F-Car- 

rageenan (precursor of K-carrageenan) was identified as the only precursor in the 

gametophyte fraction of C. crispus. Both structures /_L and v 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 carraghenanes synthetises par les algues rouges Eucheuma spinosum, 
Eucheuma cottonii (Solieriaceae), les gametophytes de Chondrus crispus, Gigar- 
tina stellata (Gigartinaeceae), ont ete fractionnes afin d’obtenir des fractions en- 
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richies en prCcurseurs (carraghCnanes JA et v). <‘es fractions ainsi que Ies cxtraits to- 

taux d’Ahnj&rr CWRWIRII ct Almfrlrrtr ,~r,prtinoicius (Ph~llophnr,wzar 1 ant CtC 

analyses et ldentifiCs par ywctroacopie i r, et spcctromCtrk r.m.n.‘k’: 1~s dew 

mtithodes sent comparCes. Che? E. spitmwtn, E. wttotui tit IL=S Jtw\ .-lhr~~‘ultrtr. Ic 

w.11 pnkurscur identitik at It rarragh&ww I’ (prccurwur du carraphtinanc L). La 

fraction cstraite d’E. (ottotzu’ cst tigkmcnt enrlchlr en carraphCn,mc I p;irtiellt~- 

ment mGthylC en O-h du wsidu de wgalactwe (detcrmmatwl par , m. I (‘hw I 

UI.~~U.S (gamktophytes). Ic prkwscur identifk t‘ct le cnrr;tghtinanc p (precurscur 

du carraghCnanc K) et chep (; . stdfufn les deux 4ructurrs p trt I* on1 elc miws en 
ewdcncc. La spcctroscopie de r.m.n.-‘“C’ \‘:lvtirc 6tre t&s utllc pour la cititcrminn- 

tion de ces Wucture\ ct beaucoup plus prt’ciw clue I;3 spwtr~wtlpk I. t _ 

La carraghtinancs sent de!, n-galactancs sulfates constituant It% parois cef- 

lulaires de certaines algue5 rouge\. Ccs polymt%-es sent dcs produits gtilifiants ou 

Cpaississants. d hautc valeur commerci;llc. 1.c wht!ma commun iti twtc~ Ick 

molCciiles est I’akrnance des liaisons (I-( l-+3) ct fi-( I-4) cntre Ic\ rcsklus de O- 

gnliictosc. IX galatow dc arnfigurrltion (t pru~ Ctrc wws 101 mc .i.h-.mh>dro. 

II ont tit6 classy% en dcux famrlles’ suwmt leur mode de sulfatatwn: Irt famillr 

K comprenant les carraghdnarw’ K. 1, p ct 2’ ct la li.unillr A comprcnant ies car- 

raghenanes A. c’-’ et T’ Dans Irt filmilk h. les carraghbwws p ct 18 ont t3c definis 

Commcl t!tant ks prccurseur~ hiofogiques prohahles des carraghCnanes K rt L. Law- 

son et Rces’ ont iwlC. a partlr d’une alguc fraiche. une rrqrnc cr~pablc dc 

scinder le groupe sulfrltc’ cn C-t) du residu a-II-gaiactosc (caractrrtstrque dcs frac- 
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tiOnS K et L (Schema 1). Ces rksultats ont &k ConfirmCs par Wang et Craigieh. La 

transformation des prtkurseurs CL et v en K et L est egalement rkalisable in vitro par 

r&action en milieu alcalin (Schtma 1). 

Tous les carraghknanes appartenant 2 la famille K semblent Ctre des hybrides 

K--L (aprks traitement alcalin pour eliminer les prfkurseurs). 11s peuvent Ctre g 

dominante K: Eucheuma cottonii (Solieriaceae)“, gamktophytes de Chondrus cris- 
pus, et Gigartina stellata (Gigartinaceae)xs”, ou g dominante L: Eucheuma spinosum 
(Solieriaceae)‘, ou bien contenant des quantitks Cgales: Ahnfeltia concinna (Phyl- 

1ophoraceae)s. Les donnkes bibliographiques sur les prkcurseurs biologiques des 

carraghknanes extraits de C. crispus et G. stellata sont peu prkcises, un ou deux 

prkurseurs pourraient Ctre pr&ents5,6”“. Quant g E. cottonii (K dominant) et E. 

spinosum (L dominant), les ksultats d’Anderson et al. ” semblent montrer que le 

prkcurseur du premier est le carraghknane p, alors que le prkurseur du second est 

le carraghknane V. 

L’objet de nos prksents travaux est d’adapter la spectroscopic r.m.n.-13C 

(mkthode rkcente d’identification des carraghenanes K et ~)l’-‘~ h la caractkrisation 

des prkurseurs de carraghknanes extraits d’E. spinosum, E. cottonii, C. crispus, 
G. stellata, A. concinna et A. gigartinoides. Nous avons Cgalement utilisk la spec- 

troscopie i.r., mkthodes plus ancienne, et comparons les deux techniques. 

PARTIE EXPfiRIMENTALE 

Algues et carraghknanes. - Eucheuma cottonii et Eucheuma spinosum sont 

des algues cultivkes aux Philippines et importCes par la SociCtC Ceca (France); 

Chondrus crispus et Gigartina stellata sont des algues d’origine bretonne (France). 

Le carraghknane extrait d’Ahnfeltia concinna est un don de M. Doty et G. Santos 

(UniversitC d’Hawai+, U.S.A.) et celui d’Ahnfeltia gigartinoi’des est un don d’E.L. 

McCandless (UniversitC McMaster, Ontario, Canada). 

Prkparation des fractions enrichies en prtkurseurs. - Deux mkthodes de frac- 

tionnement ont CtC utiliskes. La premikre B partir des algues entikres (E. cottonii, 
E. spinosum)“, la seconde B partir du carraghknane prkalablement extrait de 

l’algue (C. crispus, G. stellata). 
Les deux Cchantillons d’Eucheuma sont lav& ?I l’eau froide et s&h&. Les al- 

gues skches (500 g) sont plackes au bain-marie dans de l’eau (7 L) ?I 50” (E. cottonii) 
ou 30” (E. spinosum) sous agitation faible. Aprk gonflement les algues sont 

coupCes en petits fragments. Aprks 2 h de madration, la solution de trempage est 

filtrke sur voile de nylon. Cette solution est chauffke 2 80”, clarifik par filtration 

sur terre filtrante (Clarsel-flo, Ceca) et concentrke k l’etuve B 70” jusqu’8 1,5 L. La 

solution subit ensuite un rapide (-1 min) passage acide ZI pH 5,5 et B 60” par addi- 

tion d’acide chlorhydrique 0,1~, afin de dkarbonater la solution. Aprks neutralisa- 

tion avec de l’hydroxyde de sodium M le polyoside est r&up&C par prkipitation en 

versant sous agitation la solution chauffke B 80” dans le 2-propanol (2 vol.). Les 

particules fines kventuelles sont centrifugkes, ajoutkes au pr&ipitC prkalablement 



filtrk sur voile de nylon. LX tout cst relavk h I’Cthanoi. s&G et broy6. l.e produit 

est remis en solution t:t liltrt! 5 chiiud (XV) sur pkfiltre Millipore .4P 3. La wlu- 

tion est concentrtk, prkiplttk avec le 2-propanol. Le prtkipitt! ztkhk et hrtj!il est 

appel@ fraction enrichir en prkurseurs (L.P. ). 
I.-es carraghPnanes dc C‘. u~.F~x~.F et (;. stcflata sont pr6alablement extraits de 

I’algue et cnsuite fractionntii. scion la rntithode suivantc. L es algues ( 100 p) triks. 

IavCes et s@chk writ placties &ins de l’e;lu (3 L) au hain-mark wub torte agita- 

tion. Aprt;s guntkmcnt, elks sont hroy@cs B I’aidc d’un apparcil :I ;irh!c hroycur 

( LJItra-Turrax). La pite ohtcnuc esf maintenue sous agitation pendant 5 h :I Y)o’. 

pub clarifit;e par filtratron i X0’ ii l’aidc de terre tiltrante (Clarxel-lb. C‘eca). Lc 

sirop obtenu est coaguk in Ho” par le 2-propanol (2 \()I.). 1.~‘ carrnghtinanc broyt: et 

s&h6 reprknte I’estrait total. L’enrichissemcnt en prccurscur~ csr cffectue 

comme suit: 13 poudrc ( IO g) cst dispersee sous agitation cians unc solution ( I 1.) 

r‘~ 7,5’.> de chlorure de potassium . LI temperature amhiantc. Apr?h 1 h d’agitation. 

Ic melange cst centrifugC pendant 5 min ii 5OOOg. LX culot est la\@ ;ivt‘c une wlution 

de chloruw de potassmm a 3.5(; et Ir liquidi: de lavage m6lan# au surnageant. Lri 

solution obtenue est filtrk 6ur prdfiltre Millipore AP 25 et conccntree ;I MI” jusqu’3 

7(W) ml.. Aprks avoir $ubi unc decarbonatatisn suivant Ir procedti decrlt plus h:\ut. 

la solution est chaufftk :j 80’ ct lc polyoside est obtcnu par prkiprtatron :i l’aide de 

2-propanol (2 vol.). Lr pr6czpitC est sech2 et broyt! C‘ettc poudre t=,t cgalrment :tp- 

prlPe fraction enrichic en prccurseurs (E.P. ). 

Trtrilemrn~ ulculin tIt?y j>uctions rrwichic.s CII prkcrrrsrllr~s. --- I c\ poudres de 

carraghknanes sont tralttks en milieu ht2tkogknc. Elks sont tlqwsec~ ;i Ia concen- 

tr,Ttion de 700 g/L dans un melange en knullition eau--2-prnpanol I : 1 (L ‘L I conte- 

nrmt 100 g/L d’hydroxyde de pot;lssium. Lc melange est agitt; sow reflu\r pendant 

5 ri 6 h et du ?-propanol ( I vol ) at ajoute. I e prkipitti eq;t filtrr ct Iwe au 

2-prapanol et remis en solution dans i’e;iu ( -IO g./L) 3 (30” L 3 wluti~w est neut- 

raliske 2 I’acide chlorhydrique II. chauftk 5 X0” et prkipitee II l’ilidc dc :7-propanol 

(2 WI.). 

Spctrmcop~e irifrrr-rozrgr. --- L’appareil utilisti est un Per-kin--E<lmcr. mod?lc 

-157. Les tkhantillons sont analy+ sow lorme de films prtipares par e\ apc)ration a 

60” d’une solution i 0.4’:; sur plaque de chlorurc de pol~vrnylc (Afco dur). 

Specrroscoprr de r.m.n-’ ‘(I‘. - L’appareil utilisb est un spectromt:lrc Rruker 

CXP 300 (75.4-l MHz). Les spectra sent &terms par d&~uplagc des protons. Les 

khantlllons sont diluex dnns l’eau deuttirk :I 20 mg;mL.. ITS fraction\ n’ayant pas 

suhi de traitemrnt alcalin (non transformees) cant analyst!es II cJtI’-. ;llor\ clue Ies 

fractions transform&3 sent w~aly4ties li 70” l-a puiswnce de pulw utiliwtx i’st de 2.5 

ps (angle de pulse YO”) et Ie temps d’accltnsitlon de -i s. Lrs nombrcs ii‘;iccurnula- 

tions et ley fe&trcc de frGqurnce varlent suivant Its echantillnns; Icur \aIcurs sant 

not&s dans la ICgendc tie chque spectre. Les d6placements ~hlmrques wnt cal- 

cuk par rapport au signal du t2tramkthvlsilane en utilkant I’acide J.-bdrmeth~l-J- 

silapentnne- I -sulfonique comme Gtalon intcrnc. Lrs 5pectrcs d’.4. (‘o~kf1112~1 et /I. 

giyartinoicfr5 ont &tt! realik a l’aide d’un xpectromPtrc tirukcr WT-S(r,DS IT (31 
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MHz). Les conditions sont les suivantes: puissance de pulse 4 ps (angle de pulse 

60”), temps d’acquisition 0,68-0,82, 0,6%X),825, nombre d’accumulations 200 000, 

fen&e de frequence 15 kIIz, temperature 90”. Les pourcentages des differentes 

structures presentes dans les fractions analysdes sont calcules par integration des 
pits correspondant aux atomes C-la. c’est-a-dire les signaux Ia. Ka et Y. 

Spectrome’trie de masse. - L’appareil utilise est un instrument Nermag R 
1010. Les spectres sont obtenus par impact electronique h 70 ev. La colonne chro- 

matographique est une colonne capillaire en quartz de 25 m chargee de phase 

stationnaire SE-30; le gaz vecteur est l’helium. L’echantillon est introduit a I’aide 

d’un injecteur de Ross. La temperature de la colonne subit une programmation 

lineaire a 2”/min a partir de 150”. Le chromatogramme est reconstitue par integra- 

tion des pits de m/z 35 a 400, et le temps d’integration est de 1 milliseconde/masse. 

Le polyoside (1 g, fraction E.P. d’E. cottonii) est hydrolyse a 95” pendant 16 

h sous tube scelle a I’aide d’acide sulfurique a 5% (5 mL). L’hydrolysat est neu- 

tralise a chaud par du carbonate de baryum et filtre sur verre. Le precipite est lave 

trois fois a I’eau demineralisee et les eaux de lavage sont ajoutees au premier filtrat. 

A cette solution on ajoute de l’inositol (200 mg) servant d’etalon interne. Le 

volume total du filtrat et des eaux de lavage est de 100 mL. Cette solution (10 mL) 

est reduite par le borohydrure de sodium (10 mg) pendant 1 h a temperature am- 

biante. Apres elimination de I’exces de reactif par une goutte d’acide acktique, la 

solution est Cvaporee B l’etuve a 55” et reprise trois fois avec du methanol (1 mL) 

pour Climiner le borate for-me. L*e residue est acetyle en tube scelle pendant 3 

heures a 120” avec I’anhydride adtique (2 mL). 

R&ULTATS 

Les carraghenanes d’E. spinosum, E. cottonii, C. crispus et G. stellata ont CtC 

TABLEAU I 

SIGNAUX k.N SPECTROSCOPE DE R M N:“C CORRFSPONDANT A C-l POUR LES DIFFL:RENTES STRCCWRtS DE 

CARRAGHENAWS OBSERVkS CHFZ E. spinosum. t?. c~fronil. C‘. crisps. G. ste~kItu. A. concmna ET A. 
~igartinodesU 

Signaux” Alpef 

Ii spinosum 1’. cottonli c cr,spus G stellata A. con- 
-- cinna (a) 

a h a h a h c a h 

X 104,s 104,s 104.5 104.5 103.5 104.5 

Kgl, &I 102.0 101.‘) 102,l 102.1 102.2 102.2 102.1 102.1 102,l 102.2 
YOUY’ 98.1 98.0 97.5 97.5 97.8 98.0 
Kal 95.0 Y5,O 95.1 04.9 95.0 95.0 YS,O 95.0 
Ia, 91.8 Y1,8 91.8 91.7 Yl.7 91.8 91.8 91.6 

A. gigartl- 
noldes (a) 

_ -- 

104.5 
102.2 
98.0 
9.5 ,(I 
91.7 

“Valeurs des dkplacements chimques par rapport au signal du tktramCthylsllane, hX. Y. Kg, Ka, Ia: 
voir ICgendes des Figs 2 et 4. ‘(a) Fraction enrichie en prCcurscurs avant traltement alcalm; (b) cettc 
mSme fraction aprks traitement alcahn: (c) extralt total avant transformation alcahne. 
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fractionnks suivant les dew mCthodcs d&rites dans lrs paragraphcc prccrdents. 

Les pourcentages dr fractions ennchics en pr&urwur\ (E.P. I (par rapport au car- 

raghtnane total) sent approximatnwment IL’S suivants: Ih cG IE spiriosrm). -15 IE 
wttonii). 6% (c’. (I #bpIts) cl h’.i (G. Wllutrr). Cc5 tractions ant tit2 ;rnalycc\ avant 

et aprbs transform:ttwn alcahnc. par cpwtromtitne i.r. et par spectrowopw dc 

r.m.n.-13C. Par comparaison dcs spcctrcs. nous awns idcntitic la ntiturr Jo (des) 

carraghdnane(s) prkurseur(s) ditns chaquc fraction. I.t’s c;~rraghCnsn~~\ cutraits 

d’A. c~~~~c~~~znc~ ct A. gi_qn~umfrs ant et? .w$w!s sans aboir .,ubi dc trvctlcmncmcnt 

au pr~alable. La valcur des dkplacements chimiques drs prmcip;lu\ +yaux sont 

consign& dans Ic ‘I’ahlcau 1. S tbt Y sont Ies p~cs corrrspond~~nt iill\ ;ltkJrnc\ <‘-I CICS 

prkurseurs (volr Discussion ); ks pit\ slgnalks par des tlt;chcs dans Ies tiguros sent 

tgalement Ii& ti la presence dlc prkurseurs. 11s sent visiblcs wr tous It3 ywctrcs des 

fractions analysCcb avant traitement alcillin, wui sur celui d’G. c otf~wrr 1Gl le pow- 

ccntage de precurseurs est trap faiblc. 

124Ocm 
-1 

I 

\ 

\ 

i 

-7 
330cm 

lbd5 ,p=-' 
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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 carraghknane’s L, v 1240 (S=O de S04), 930 (3,6- 

anhydro-r.-galactose), 845 (C-O-S de SO,-4, axial secondaire C-4), 805 cm-’ (SOA- 

2 de 3,6-anhydro-D-galactose). Bien que ces spectres aicnt un profil semblable. il 

est possible de les diffkencier; v 805 et 1240 cm ’ sont Ikgkrement plus intenses 

pour la fraction E.P. que pour I’extrait total (Fig. 1, c et a), prouvant ainsi que le 

premier spectre correspond a un produit plus sulfatk. L’effet de la transformation 

alcaline sur la fraction E.P. et le carraghknane total est visible (Fig. Id et b): Y 

-820 cm-’ (entre Y 805 et 845 cm-‘) est moins intense aprk transformation; cette 

difference est due B 1’Climination du groupement SOJ-6 (810 cm ‘) qui caractkrise 

les prkurseurs. 

La spectroscopic i.r. ne nous permet pas de trancher quant B la nature du 

(des) prCcurseur(s) et il est nkessaire d’utiliser la spectroscopic r.m.n.-‘“C (Fig. 

2). Le spectre de la fraction E.P. non transformke met en Cvidence la prksence de 

deux structures: la structure L classique. caractCrisCe par les signaux Ig et Ia (tous 

identifiks sur le spectre; Fig. 2a)“-‘” dont quelques valeurs de dkplacements 

110 100 90 80 70 60 

6 

Fig. 2. Spectres de r.m.n.-‘“C de carraghknanes extraits d’E. splnosum. fraction E.P. (a) avant trans- 
formation alcaline et (b) apri-s. L,es signaux X, Y. et ceux sIgnal& par des Rkhes sont relatifs au prkcur- 
sew; Ig et Ia repkent les signaux correspondant aux atomes de carbone des resldus de D-gak3CtOSe (g) 

et de 3,6-anhydro-D-galactose (a) du carraghenane L (I), les chiffres en mdlce repkent le numCro du 
carbonc sur Ic cycle. Conditions d’cnrcgistrcmcnt: nombrcs d’accumulatlons. (a) 2000, (b) 3307; 
fen&tres de frCquence (a) 15 kHz, (b) 20 kHz; memoIre (a) 8 K, (b) 4 K. 



chimiqucs ont 6tG conslgnkcs clans lr Tableau I et une seconde structure carac- 

ti-risk par les signaux X (6 104,S). Y (8 98.1) et ceux signnlk par dca tlt’ches. Cette 

deuxikme structure sc trallstornie intCgralement en arrrigh6nane i apri’s traite- 

ment alcalin (Fig. 3); elk rPpond done in la ddinition du c;rrraght2nan~~ 1’. prticur- 

seur du carragh6nane I : S;I proportion peut Otre estimk in environ 77’ k I de la trac- 

tion lZ.P. ). NW\ confirmons clone la nature du pr~~curscur du ~;rrraghCnane eutralt 

d’E. ~spitlosllttl’ ’ 
Elucheuma cottonii. --- I.‘:malyse par spectroscopic i r. montrc quc la fraction 

E.P. (Fig. 3~) eat kgalement cnrichie en carl-aghkme L (18 805 CIII ’ 1, pan- rapport 

5 I’cxtrait total qui prkntc un spectra caractt2ristqutz de carraghenane ti (Fig. 31) 

(1’ 1210 cm ’ moinr Intenac. et abaencc de I’ $05 cm ‘) L’intluenw ciu traitt‘mtvt 

alcalin ne peut etrc citkcttk wr I‘cutrait total. les spectra sent sernt~lat4~~ (Fig. Xi 

t‘t h). Par contre, It3 spectrc4 ile I3 fraction EI.P. avant et apre~ tr;tnstcHmation al- 

caline ont des protils ICgPrenient diffcrents (Fig. 3c et cl): on okrvc (tic niCme que 

che7 E. .s~i~osw~z) la di\parltlon ~1~1s prkurwurs par une dimlnutic,rl Jc I’ahsor- 

hrince entre LJ X05 t:t 845 cm !, 
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b 

/ I I 

110 100 90 80 70 60 

6 

Fig. 4, Spectres de r.m.n.-“C de carraghenanes extraits d’E. cottonr~: fraction E.P. (a) avant transfor- 
mation alcahne et (b) apres; spectres de reference: (c) carraghenane K extrait d’E. cononii. (d) car- 
raghenane L d’E. spinosum (extratts totaux apres transformatron alcahne). I-es signaux Kg et Ka repre- 
sentent les signaux correspondant aux atomes de carbone des residus de D-galactose (g) et de 3,6- 
anhydro-T>-galactose (a) du carraghcnane K Pour les autres signaux, voir legende de la Rg. 2. Condi- 
tronr d’enregrstrement: nombre d’accumulations (a) 20 140, (h) I2 000; fenetres de frequence (a) 15 
kHz, (b) 20 kHz: memoire (a) 8 K. et (b) 4 K. 
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La spcctroscopie de r.m.n.J3C (Fig. 4) met en 6videncc dans la fraction cn- 
richie en pr6curseurs, non transform~e, la pr6sence de trois structures (Fig. 4a): la 
structure L (55%) caract6ris6e par les signaux Ig et Ia, Ia structure K (25%) par les 
signaux Kg ¢t Ka et la Structure du pr6curseur (20%) par les signaux X et Y (Ta- 
bleau I), Apr~s transformation alealine, les proportions deviennent 74% (0 et 26% 
(K) prouvant que le pr~curseur s'cst transform6 en carragh6nane ~ et qu'il 6tait 
done du earragh6nane ~,. L'analyse des spectres de r.m.n.-]3C apporte 6galement 
d'autres renseignements. Cinq nouvcaux signaux apparaissent sur le spectre de ia 
fraction non transform6e (Fig. 4a), 1 (8 72,8 ), 2 (3 72,3), 3 (3 71,5), 4 (8 58,6) et 
un c.inqui6me peu intense, non repr6sent6 sur la figure (8 24,9). Ce dernier signal 

~$ 24,9 disparalt apr~s traitement alcalin, ce qui sugg~re gn groupement ac6tyle. 
Par contre, les signaux 1, 2, 3 et 4 ne disparaissent pas apr~s traitcment alcalin. Lc 
signal 4 est caract6ristique d'un groupement O-m6thyl6 ~3'm qui est en C-6 du r~- 
sidu de D-galactose (voir s.m.), ce qui permet d'identifier les signaux 1, 2, 3 par 
comparaison avec le spectre d'un agar m6thyle ~a:9. Le signal (~t 72,8 ) correspon- 
drait ~ C-4 du r6sidu de D-galactose (variation de + 1 p.p.m, par rapport & C-4 du 
m~me r6sidu non m6thyl6: Ig4, 6 71,8); lc pic 2 (/i 72,3) correspondrait ~ C-5 (vari- 
ation de -2 ,3  p.p.m, par rapport ~ son homologue non m6thyl6: Igs, 8 74,6) et le 
signal 3 & C-6 (variation de +10,5 p.p.m, par rapport it Ig6, 8 61,0). On constate 
quc la pr6sence du groupement m6thyle a modifi6 la valour du d6placement 
chimiquc de C-4 de la structure ~ alors qu'il n'a modifi~ enrien celui de la structure 
K (Kg4,/$ 73,9). Pratiquement route la structure ~ pr6sente avant transformation al- 
caline est m6thyl6e. 

Le spectre de masse du d6riv6 de perac6tate de 6-O-m6thylgalactitoi, (Fig. 
5), identifi6 s° par c.l.g, sur ECNSS-M, pr6sente une s6rie de pics qui peuvent 6tre 
interpr6t6s comme suit: le pic m/z 45 est earact6ristique du groupement O-CH3-6, 
et il r6sulte de la coupure de 1 en 2. Le pic m/z 43 est caraet6ristique de I'ion 
ae6tylium provenant de la fragmentation des groupements ac6tates. Le pic m/z 184 
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Fig. S. Spectre de masse du 1,2.3,~.S-penta-O-aci-tyl-6-~l-mCthyl-1~-~~iact~t~~i prksent dans la fraction 
E.P SE. cnlfnn~. La sensihilitt! es1 multipkk par 10 pour les valeurs de in!: >hO. 

correspond a la molecule de 6-0-methylhexitol peracetate (406 urn.) apres la perte 

de 4 COCHJ, et de CH,=CO. Les autres ions sont issus des fragmentations C-C, 

suivies de perks successives de CHjOH, de CH2=C0, de CH,CO,H et de 

(CH~CO)~O, ce qui nous permet d’interpreter les autres pits comme indique dans 

3. 

Chondrus crispus. - Le spectre i.r. de I’extrait total non transform@ (Fig. 6a) 

permet difficilement de discerner la presence de carraghenane L (u 805 cm-‘) dans 

l’extrait. Par spectroscopic de r.m.n.- “C, on determine cependant yue la structure 

L represente 17% du polymere (K 73%, precurseur 10%) (Fig. 7~). Le spectre i.r. 

de la fraction E.P. (Fig. 6a) est caracteristique d’une fraction fiche en precurseurs 

(faible v 930 cm-’ et v important a -820 cm-- ‘); apres transformation alcatine, ie 

spectre de cette fraction devient celui d’un carraghenanc K caracteristique (Fig. 

6d). Ces resultats sont confirm& par les spectres r.m.n.-‘“C (Fig. 7). Le precurseur 

caracterise par les signaux X (S 104,5) et Y’(8 97,5) est done le carraghenane /-t 

dont le pourcentage peut Ctre estime a 60% de la fraction E.P. Le carraghenane L, 

qui constituait 17% de I’extrait total de C. crisps, n’est present qu’a I&at de 

traces dans la fraction E.P. (pit Ig,, 8 71,8). Ce resultat semble prouver que les 

molecules riches en structure L n’ont pas diffuse dans la solution de chlorure de 

potassium et ceci parce qu’elles ne contiennent pas ou peu de carraghenane I*. 

Celui-ci serait Porte par les mokkuks a dominante K. Par fraCtiOnnem~nt, on ob- 

tient un extrait contenant 3 a 4% de precurseur (par rapport au carragh~nane 



total), ah-s que i’extrait total en contient lO!G Toutes ies mokculca ct)ntcnunl &a 

prtkurseurs ne diffuwnt done pas, seulcs celle\ qul statistiquemcnt pctss?drnt 
--hoCY de prkurseurs wnt wlubil~ae~s. 

Gigartina stcllata. ---- L’extrait total dr C;. .stellatn wmhk 3voil- uu caractere 

L 16ghemrnt plus marclue quc crlui dc C’ cns/,lr.s (FIf. XCI et b: I’ x05 cm ‘), 1.c 

ywctre 1.r. de la fraction E.P. cst trh scmblable B 5011 homol~~g~i~ de (’ (‘~~.>p.~ 

(Figs. X et 6~). mais la spectroscopic de r m.n.-“(.’ permet de Ia difterc<ncicr (Fig 

9) La fraction de CT. stc~llrrttr avant transformation posstidc ‘, de struc- 

ture K. 5? de structure L et i(l’i de prkurseur (signal Y a 8 104.5 ct \~ h 3 97.S). 

Aprt;s transformation alcal~nr. les pourcentagcs devicnnent 6~“; de structure K ct 

31 “P de structure 1. prouvhnt ;itnqi que la fraction I; .P. wntcn;iii IX’; de c;ir- 
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Fig. 7. Spectres de r.m.n -‘?I de carraghknanes extraits de C. crispus; fraction E P. (a) avant transfor- 
matlon alcaline et (b) apres, (c) extralt total avant transformation alcaline. Voir Icgendes des figures 2 
et 4. Conditions d’enregistrement: nombre d’accumulations (a) 3000, (b) 1100. (c) 4713: fen@tres de fr& 
quence (a) 15 kHz, (b) 20 kHz, (c) 20 kHz; memoIre (a) 8 K. (h) 4 K, (c) 4 K. 

raghenane p et 26% de carraghknane v. Un signal non identifii: apparait sur le 

spectre de r.m.n.-‘“C B 6 104.2 entre X (6 1043 et Kg,, Ig, (6 102,l); il diminue 

d’intensitt aprks traitement alcalin. Peut-Ctre est-il 1% B la prksence de car- 

raghCnane A qui est un constituant de la base du pied des plants de G. steflatu2’. 
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Fig. 9. Spectres de r.m.n.-‘% de carraghknanes extraits de G ste[[ata; fraction E.P. (a) avant transfor- 
matlon alcalme et (b) apr&s. Voir Egendes des figures 2 et 4. Conditions d’enregistrement: nombre d’ac- 

cumulations (a) 10 000, (b) 12 000; fenOtres de frCquence (a) I5 kHz, (b) 20 kHz; m&moire (a) 8 K. (b) 
8K. 

DISCUSSION 

A partir de ces analyses et par comparaison avec les resultats de la litterature 

obtenus sur agar sulfate (avant et apres transformation alcaline)24, nous deduisons 

que le signal X correspond a C-l du residu de P-D-gafactose 4-sulfate, alors que le 

signal Y correspond a C-l du residu de a-D-gafactose 6-sulfate. Si ce dernier residu 

ne Porte qu’un groupement sulfate en C-6 (carraghenane /A). le deplacement 

chimique de C-l est de 6 97,5; s’il Porte un groupe sulfate supplementaire en C-2 

(carraghenane Y), le ddplacement est legerement modifie et devient 6 98,l. Si I’on 

se trouve en presence d’un melange des deux precurseurs. le deplacement de Y 

peut Ctre trouve intermediaire aux deux valeurs precitees (cas de G. steffuta, Y = 
6 97,8). en raison dune mauvaise resolution entre les signaux. 

Le fait que seul le carraghenane v ait CtC mis en evidence chez les deux 
Eucheuma et les deux Ahnfeltia peut signifier que ce precurseur est commun aux 

carraghenanes L et K chez ces especes d’algues. Le carraghenane v se desulfaterait 
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en L qui lui meme be ddsulfaterait en K, le tout par I’intermediaire d’un systt’me en- 

zymatiquc appropric. 12c carraghknane p a tit6 mis en cvidcnce che7 Ic\ :tlpu~s de 

la famillc des Gigartinaceae (C’. ~nsp~rs t‘t CJ'. rtdfatcl): les car-r-aghi-nancs aynthC- 

tis& par cettc‘ famillc pourrawnt done awlr une voie de bios~nthtiw Jiffcrcnte. I.e 

carraghenane p at IL‘ seul prkursrur mia en &idence chew C’. OX\J~K\ De prke- 

dents rkultats laissaient envwagcr la prtknce de cc’ c~rraghcnxw char cctte 

AgllP'. mais une Etude pluh recente”’ (par spectroscopic i.r I \uggCralt quc ie prc- 

curseur dominant &it Ic carraghcnanc 1’. II stmhle que la xpc~troscopic de r.m.n.- 

‘“C’ permette d-identifier wn?; amtxguitt! la nature de notre Cchantillon 

Les spwlres i.r. drs fractlons E.P. non transformees de (’ c'rrvp4.5 et (Y. .sft+ 
lrrln sont trks semblabks alors clue la spectroscopic dc r.m.n.-‘Y niontrc clue ces 

deux extrarts ont des vtructur‘c‘~ diffPrentcs et notamment quc la ec(wdc contit,nt 

plus de structure L quc la premit:rc. La structure L ( 18 X05 cm ’ ). GUI apparait aprP~ 

transformation alcaline, peut Ptre dC~3 prCxcntc danx Ia fraction ent-ll,hlc cn prccllr- 
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sews avant transformation alcaline, sans qu’elle puisse 6trc discern&. Bien que la 

spectroscopic i.r. soit peu utile dans l’interprktation des rksultats prCsentCs dans ce 

travail, nous avons tenu B la p&enter en detail car de nombreux travaux pr& 

ckdemment publies se sont basks uniquement sur I’interprCtation de ces spectres. 

La pr@sence d’une faible quantitk de structure L dans l’extrait d’E. cottonii 

(carraghknane K) a rkcemment Ctk mise en Cvidence. et le caractke hybride des 

mokules a Cgalement CtC dCmontrt’. Nos rksultats apportent une information 

supplkmentaire sur la distribution des rksidus K et L dans les chaines mokulaires 

de l’extrait d’E. cottonii. Le carraghknane est constituk d‘un spectre de molCcules 

hybrides partant de mokules trks faiblement hybrides (B forte dominante K), al- 

lant jusqu’g des molkcules plus riches en structure L. II est important de souligner 

que ces dernikres sont partiellement mCthylCes. Ce carraghenane methyl6 corres- 

pond 5 -2% du carraghknane total et joue peut &tre un r61e au niveau de la 

biosynthkse. Jamais un carraghknane mCthylC n’a CtC mis en Cvidence chez les 

Gigartinaceae (Gigartinales); la pksence d’un tel groupement est cependant 

courante chez les Grateloupiaceae (Cryptonemiales)‘s. “. 

Nous avons identifik le carraghknane v comme &ant le seul prkurseur chez 

E. cottonii; ce rCsultat contredit les rCsultats prCc@dents” qui I’avaient identifii: 

comme carraghknane p. Pour la premikre fois, carraghknanes p et v sont carac- 

t&is& sans ambiguitk, et ce, par la spectroscopic de r.m.n.-‘“C. Jusqu’B prtsent, 

seuls les carraghknanes K, L et carraghknane partiellement dksulfati: (furcellarane) 

avaient CtC identifiks par cette mCthode’“*‘4. L’analyse par spectroscopic de r.m.n.- 
“C apporte plus de renseignements sur la structure des carraghknanes que la spec- 

troscopie i.r. qui est cependant une bonne mkthode d’approche. La spectroscopic 

de r.m.n.-‘“C a ses limites puisqu’une structure dont la proportion est <lo% dans 

le polymke ne peut @tre dCtectCe. I1 est alors important d’utiliser des techniques de 
fractionnement qui permettent d’obtenir des fractions enrich& en structure prC- 

sente en faible proportion dans l’extrait total. 11 faut etre conscient que les 

mkthodes de fractionnement que nous avons utiliskes ne permettent pas de con- 

centrer la totalit de ces structures, elles permettent done une analyse qualitative 

et non quantitative. 
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