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Un nouveau type de carraghenane a éte extrait de l'algue 
rouge R issoellaverruculosa. Ce pol ymére, nommé omega 
carraghenane, a bt$ isol6 et identifib par spectroscopie RMN 
du 13c. R. verrucul os8 contient égal ement deux autres types 
de carraghenane: le kappa et le beta. Ce dernier polymére 
n'a pu etre dissocié du omega carraghenane, ce qui permet 
d'envisager l'hypothèse d'une filiation biosynthktique liant 
ces deux molécules. Ceci se traduirait par l'existence de 
molécules hybrides constituées d'une alternance séquences 
omega et beta. Le kappa carraghenane semble ne presenter 
aucun lien avec la structure beta. 
La chromatographie de permeation sur gel a montré que le 
beta carraghenane n'était constitué que de polymères de 
poids moléculaire tlevé, alors que le omega presente une 
plus grande polydispersitk. Un modèle de construction du 
omega carraghenane partir du beta est proposé. Une tel le 
filiation biosynthét~que est très differente de celle 
proposée par différents auteurs pour d'autres systèmes 
carraghenanes. 

SUMMARY 

The carrageenans of Rissoel la verruculosa - A study 
of the filiations in differents carrageenan systems. 

A new type of carrageenan was extracted from the red alga 
Rissoella verruculosa. This polymer, designated as omega, 
was isolated and identified by 13c NMR spectroscopy. Two 
more carrageenans, kappa and beta were extracted from R. 
verruculosa. The latter polymer could not be separated from 
omega. A biosynthetic filiation between the two molecules is 
suspected. Such filiation would result in hybrid polymers 
containing alternating omega and beta sequences. No Iinkage 
between kappa and beta structures could be demonstrated. 
Ge1 permeation chromatography shows that beta carrageenan 
consist of high molecular weight pol ymers, whereas omega 
exhibit higher polydispersity. A mode1 in which omega 
carrageenan wouid derive from beta is describea. The 
proposed biosynthetic filiation is quite different from what 
was demonstrated in various carrageenan systems from other 
al gae . 
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INTRODUCTION GENERALE 



1 - Situation du sujek 

Depuis déjA un certain nombre d'années les biologistes 

ne décrivent plus la paroi végétale comme un élernent 

cellulaire inerte dont la seule fonction serait, grâce A ses 

propriétés mécaniques, de protéger 1 ' intérieur de 1 a 

ce1 lule. La tendance actuel 1 e consiste plutbt A considérer 

la paroi cellulaire comme un "centre de communication" entre 

la cellule et son environnement extérieur. L'idée que la 

paroi cellulaire pouvait avoir une activité biologique 

propre a surtout ét& développée A propos des relations 

"hbte-pathogéne" chez les végétaux supérieurs (Darvi11 et 

Albersheim., 1984). 

La paroi des algues apparat t de plus en plus comme un 

modéle complexe capable de réagir rapidement A des 

modifications de son environnement. Des variations 

structurales ont Cté observées chez certains polymères de la 

paroi des a 1 gues mar i nes, exposées a di verses condi t ions 

physiologiques (Craigie et Wen, 1984). 

Les premiéres études ont été entreprises sur des 

col loides extraits de la paroi de certaines algues rouges 

parce qu'ils présentaient un intéret industriel. De tels 

polyméres sont désignés sous le nom de phycocolloïdes. 

La principale caractéristique des phycocolloïdes est qu'ils 

sont constitués d'un nombre réduit de catégories de 



monosaccharides, regroupes en unités répétitives et qu'ils 

forment de longues chatnes. Cependant, les polyméres qui 

constituent les phycocolloïdes d'une espéce donnee sont 

susceptibles de différer les uns des autres, par la nature 

et la position de leurs substituants et par l'alternance de 

plusieurs types de séquences. On peut ainsi parler d'une 

hétérogéneité dans la composition chimique d'un 

phycocol loïde. Si on admet que le fonctionnement d'une voie 

biosynthétique conduit à l'élaboration d'un polymére plus ou 

moins homogéne, on peut penser que cette hétérogénéité 

apparatt secondairement sous l'effet de facteurs externes 

soit par réarrangement interne et transformation de 

certaines sequences de la macromolécule, soit par addition 

de polyméres nouvellement synthétisés. Ainsi les différentes 

séquences d'unités répétitives, l'origine de cette 

hétérogénéité, constitueraient la matérialisation de cette 

évolution biosynthétique. 

La reproduction de la plupart des espèces obéi t un 

rythme saisonnier. Les phycocolloïdes qui en sont extraits 

présentent en général des variations dans l'hétérogénéité de 

1 eur composi t ion ch imi que, cal quées sur ces cyc 1 es 

saisonniers (Mollion, 1978, Dawes,l981, Whyte et al., 1981, 

Mathieson et al., 1984). 

D'autres variations dans la quantité et la qualité de ces 

phycocolloïdes en fonction de l'age des tissus (Craigie et 

Wen, 1984) et des conditions de culture ( Bird et al, 1981, 



Christiaen et al ., 1987, Craigie et a1 ., 1984) ont été 

observées. 

Ainsi les di f férentes formes chimiques que peuvent prendre 

les phycocolloïdes h l'intérieur de la paroi seraient des 

marqueurs événementiels de la physiologie de la ce1 lule 

algale. 

L'étude de la distribution de ces marqueurs en fonction de 

l'age de la plante montre que ceux-ci sont mis en place 

progressivement, suivant un ordre donné. Cette constatation 

est compatible avec l'idée d' une évolution continue dans la 

constitution chimique du phycocol 1 oïde. La question est 

alors de savoir si ces variations proviennent d'une 

transformation in situ des phycocolloTdes, ou d'une addition 

différée de nouveaux polyméres. 

Chez les algues, aucun modéle definitif de construction 

de paroi n'a été décrit actuellement. Les polymères 

constitutifs de cette paroi ne sont connus que de façon 

incomplète et le mécanisme de leur biosynthése reste le plus 

souvent du domaine de la spéculation. Une étude visant A 

mieux connattre les réponses métaboliques de la paroi 

végétale A des conditions physiologiques données n'est 

envisageable que si au préalable les différents polyméres 

constitutifs de la paroi ont été recensés. 

L'exploitation des algues marines pour l'obtention de 

~ h y ~ o c o l  1 oïdes a d'abord été effectuée A partir de récol tes 

naturelles. En faisant appel h la culture intensive, les 

producteurs ont surtout pensé améliorer quantitativement 



leur source de matiére première et abaisser les coQts 

d'exploitation. Sirnultanement on a constaté qu'il était 

également envisageable d'améliorer la qualité des polyméres 

en contrelant précisément les conditions de culture 

(Mollion, 1984). 

D'une façon générale, on peut dire que chaque fois que 1 'on 

décél e une hétérogénéité dans la const i tut ion chimique d'un 

composé, on soupçonne que son évolution se fait en plusieurs 

étapes et on songe aux moyens d'accélbrer ou de ralentir 

cette transformation ou meme de la faire dévier, pour 

obtenir un produit plus intéressant d'un point de vue 

industriel. Il est probable que dans l'avenir, des 

expériences de cul ture d'algues seront entreprises dans 1 e 

but d'acquérir une technologie permettant de piloter 

l'évolution des polyméres pariétaux. En effet des enzymes 

permettant la transformation d'une structure en une autre 

ont été isolées chez certaines algues (Wong et Craigie, 

1978). 

A ce stade de la présentation de la problématique des 

-phycocolloïdes, deux stratégies s'offrent aux chercheurs 

pour la conduite des travaux visant & la compréhension de 

leur métabolisme: 

- A partir d'espéces d é j h  bien étudiées, affiner les modéles 

établ is en s'appuyant sur des données de plus en plus 

préc i ses. 

- Explorer 1 es potent ial i tés du plus grand nombre d'espéces 

disponibles pour aboutir h une présentation comparative des 



résultats et B une intégration dans le cadre plus général de 

la construction de la paroi végétale. 

Pour illustrer cette dualit8 d'approche on peut citer 

I 'exemple du carraghenane, phycocol loide extrait de 

certaines al gues rouges. De nombreux auteurs ont choisi 

1 'espCce Chondrus cri s ~ u s  et entrepris l'étude des 

différents carraghenanes extraits de cette espéce. Le 

"systéme carraghenane" de C. cri s ~ u g  est au j oud'hu i 

relativement bien connu, bien que les modalités de sa mise 

en place dans la paroi ne sont aujourd'hui décrites que de 

façon trés fragmentaire. 

D'autres chercheurs ont pu mettre en évidence chez d'autres 

espéces d'algues des "systémes carraghenane" différant 

sensiblement de celui décrit chez 

Nous avons choisi d'étudier 1 es carraghenanes extrai ts d'une 

espéce d'al gue rouge médi térranéenne, Pi ssoe 1 1 a verrucu 1 osa 

(Bert.) J. AG., dans le but de disposer d'un modèle 

supplémentaire et de le comparer a ceux déjh décrit dans la 

littérature. 

- Obiet de cette étude 

Le travai l que nous exposons ici est conçu comme un mai 1 Ion 

d'une étude plus vaste visant A une meilleure compréhension 

du métabolisme de la paroi végétale. Le modèle carraghenane 

se justifie dans la mesure où ce polymére représente chez 

les algues carraghenophytes une part importante de la paroi. 



Le fait que ce polymère présente dans la paroi certaines 

variations se traduisant par la présence simultanée de 

plusieurs types de molécules facilement séparables et 

reflttant l'état physiologique de la plante nous a poussé à 

vouloir mieux connaitre son organisation dans la paroi. Une 

des contributions possible A une meilleure connaissance du 

métabolisme pariétal serait l'élaboration d'un modèle 

permettant de décrire la mise en place et l'évolution des 

carraghenanes dans la paroi. 

L'objectif de notre recherche a été de définir un certain 

nombre de relations existant entre les carraghenanes de R. 

verruculosa et de tenter d'élaborer, h partir de celles-ci, 

un certain nombre d'hypothèses sur leur biosynthèse , afin 

de pouvoir les intégrer dans une problématique plus vaste de 

construction de la paroi. Dans le cas particulier de 

verruculosa ceci nécessi te une étude préalable de la nature 

des différents carraghenanes et de leur organisation au sein 

des differentes molécules. Aucune description du 

carraghenane de cette espèce n'existe dans la littérature, h 

l'exception d'une etude récente (Combaut et al., 1985>, dans 

laquelle la structure du principal représentant de ce 

polymére est interprétée d'une façon qui nous a paru erronée 

Un autre aspect du problème, qu'i 1 nous a paru interessant 

d'aborder, concerne la localisation des carraghenanes dans 

la cellule de Rissoella. Une meilleure connaissance de 



celle-ci non seulement permet de mieux comprendre les 

rel at ions des différents types de carraghenanes, mais 

constitue une base indispensable pour l'etude de la 

biosynthèse de ces polyméres. 

Les recherches que nous avons entreprises comprennent donc 

trois grands volets: 

- description et identification des différents types de 

carraghenanes dans R. verruculosa et de leur heterogénéite 

- localisation de ces carraghenanes 
- relations entre ces différents types de carraghenanes 

En introduisant les résultats obtenus la suite d'une 

recherche sur la physiologie de la production de 

carraghenane, i l  sera possible de mieux interpréter 

1 'ensemble des données acquises et d'en discuter 1 es 

implications biosynthétiques. 



PREMIERE PARTIE 
HISTORIQUE ET ETAT DE LA RECHERCHE 



PARTIE: HISTORIQUE ET ETAT DE LA R E C H W  

Cela fait plus d'un siècle que l'on sait que les 

carraghenanes sont composés de galactose. Le reste des 

caractéristiques de ces polymères, celles qui donnent Ci ce 

type de mol~cules toute leur originalite, ont été 

ddcouvertes beaucoup plus récemment. Les carraghenanes ont 

comme caractéristique corrimune un "squelette" forme de 

résidus D- galactose; ceux-ci sont liés alternativement 

alpha (1-3) et beta (1-4>.Les premiers travaux ont porte 

uniquement sur les extraits des algues Chondrus criswu3 et 

Giuarting ssp. Il a été montré que les carraghenanes de ces 

espèces pouvaient etre fractionnes en 2 polysaccharides sur 

la base de leur la solubilité dans le KCl (Smith et Cook, 

1953). Les termes kappa et lambda ont &té créés pour 

désigner respectivement les fractions insolubles et solubles 

dans le KCI. La méthylation du carraghenane de G. stellata a 

permis d'isoler du 2,6-Di-O-methyl-beta-D-galactose (Dewar 

et Percival, 1947). Ceci démontre la presence dans le 

carraghenane de cette espèce, de gal actose subst i tué sur l es 

carbones 1 ,  3 et 4. D'autres études ont montré que le 

galactose Ctai t estérif iC par un groupement su1 fate suivant 



un rapport molaire 1:1. Les connaissances sur la stabilité 

relative des ester-sulfates en mi 1 ieu alcal in ont permis de 

déduire que parmi les positions possibles de subtitution 

dédui tes de la méthylat ion, le groupement ester-sulfate ne 

pouvait occuper que la position 4. La liaison du résidu 

galactose ainsi isolé a donc été décrite comme étant portée 

par 1 e carbone 3. 

Le squelette carboné d'un carraghenane peut donc être 

représenté ainsi : 

unité alpha uni té beta 

Il a été montré que ce galactose sulfaté ne représentait, 

aussi bien chez Chondrus crispus que chez Giaartina stellata 

, que 65 % du kappa carraghenane isolé de ces deux espèces. 

Un second composé a par la suite été décelé et identifié 

comme étant du 3,6 anhydro-alpha-D-galactose (O'Nei1, 

1955a ) . 
Il a ainsi 6té montré que le disaccharide constitutif du 

kappa carraghenane avait 1 a structure suivante (O'Nei 1 , 

1955b): 



carrabiose 4-sulfate neocarrabiose 4-sulfate 

Parce que la 1 iaison 1-4 est plus facilement hydrolysée que 

la liaison 1-3, comme nous le verrons plus loin, nous 

représenterons les molécules de carraghenanes comme 

constituées d'une repétition d'unités néocarrabiose. La 

molécule de kappa carraghenane peut donc être représentée 

par son unité répétitive: 

structure de l'unité répétitive du kappa carraghenane 

Le polysaccharide sol ubl e dans 1 e KCI < lambda carraghenane) 

contient 40-50 % de beta-D-galactose 2,6-disulfate (Rees, 

19631, et une proportion égale de alpha-Il-galactose 

2-sulfate 1 ié ((Dolan et Rees, 1965). Ces auteurs ont donc 

proposé la structure suivante pour le lambda carraghenane: 

O 

osa- =Q; 

structure de l'unité répétitive du lambda carraghenane 

Les etudes de methylat ion des fractions contenant 

principalement du kappa carraghenane ont permis de mettre en 



évidence d'autres structures proportionnellement moins 

abondantes associées h ce polysaccharide. Il a été montré 

que le traitement alcalin de ces fractions permettait 

d'CIiminer une faible proportion d'ester sulfate avec 

formation concomitante d'un pourcentage équivalent de 3,6 

anhydro-alpha-D-galactose (Rees, 1963>, indiquant ainsi la 

présence d'uni tés de alpha-D-gal actose 6-su1 f ate. 

Des travaux ultérieurs ont permis de séparer, A l'aide d'une 

kappa carraghenase isolée de Pseudomonas carraqeenovora 

(Weigl et Yaphe,i9Sa), une série d'oligosaccharides (80 % >  

formés de néocarrabiose 4-sulfate, et 20 % d'une fraction 

résistante h l'hydrolyse. 

Le traitement alcalin de cette derniére fraction permet la 

formation de 3,6-anhydrogalactose concomitante d'une perte 

équivalente en ester-sulfate. 

I l  a été suggeré que le kappa carraghenane était un polymére 

contenant une structure répétitive "masquée" dans laquelle 

une partie des unités 3,6 anhydro-alpha-galactose liées 1-4 

est remplaçée par du alpha-D-galactose 6-sulfate. La 

modification alcaline de la fraction insoluble dans le KCI 

permet l'obtention d'un polymére dans lequel les proportions 

d'anhydrogalactose, de galactose et de sulfate approchent la 

valeur théorique 1:1:1 décrite pour un kappa carraghenane 

pur (Anderson et a1.,1968a>. 

Le nom de mu carraghenane a été donné h la fraction 

résistante h l'hydrolyse par la kappa carraghenase, et i l  a 



été suggéré que ce1 le-ci constituait le précurseur du kappa 

carraghenane (Anderson et al., 1968b): 

I structure de l'unité répétitive du mu carraghenane 

L'hypothése suivant laquelle le mu carraghenane serait 

précurseur du kappa a et& renforçée par l'isolement d'une 

enzyme catalysant cette réaction in vitro (Craigie et Wong, 

1978).  

Pendant longtemps on a cru que le carraghenane n'existait 

que sous 3 formes (kappa, lambda et mu). Cependant des 

structures, proportionnel lement moins abondantes, distinctes 

de ces trois derniéres, avaient été décelées par des 

! techniques de méthylation dans la fraction résistante h 

l 
l'hydrolyse enzymatique isolée de C. crispus. Seule une 

partie de cette fraction, correspondant au mu carraghenane, 

se transforme en kappa carraghenane par l'attaque alcaline. 

I l  a été montré beaucoup plus tard, h l'aide de la technique 

de RMN du I3c, que cette structure distincte du mu 

carraghenane était constituée par du iota carraghenane 

(Bellion et al., 1983). Ce carraghenane, en quantité trop 

faible pour être détecté dans C. cris~us, h l'aide des 

techniques disponibles h l'époque, a été decrit pour la 

premiCre fois dans les extraits des algues Eucheuma s~inosum 



et Aciardhiel la tenera, parce que constituant la fraction 

pr i nc i pa 1 e du carraghenane de ces espèces (Rees, 1969). Le 

terme iota carraghenane représente le polymère dans lequel 

1 'uni té 3,6 anhydro-alpha-D-galactose porte un su1 fate sur 

le carbone 2 qui s'ajoute au sulfate porté par le carbone 4 

de l'unité beta voisine: 

structure de l'unité répétitive du iota carraghenane 

La structure masquée du iota carraghenane a également été 

démontrée dans le polymère extrait de Eucheuma uncinatum 

dans lequel une partie du 3,6 anhydrogalactose-2-sulfate est 

remplaçé par du galactose 2,6-disulfate (Stancioff et 

Stanley, 1969). Une modification alcaline transforme cette 

dernière unit6 en 3.6 anhydrogalactose 2-sulfate. Le terme 

nu carraghenane a été créé pour dési gner cet te structure, 

alcali labile, précurseur du iota carraghenane: 

structure de l'unit& répétitive du nu carraghenane 

Il est intéressant de noter que l'enzyme iso16e de C. 

cr ispus, catal ysant 1 a conversion du mu carraghenane en 



kappa , agit également sur la transformation du nu 

carraghenane en Iota (Craigie et Wong, 1978). 

Un certain nombre d'études sur des extraits d'algues ont 

permis de si gnal er l a prCsence de certains carraghenanes de 

structure intermédiaires entre celles des fractions iota et 

nu (Stancioff et Stanley, 1969; lawson et al., 1973; Penman 

et Rees, 1973a).De telles structures ne contiennent pas 

d'unit& 3,6 anhydrogalactose et ne peuvent pas etre 

modif iees par action alcaline, suggerant que l'unit& alpha 

est constituee par du galactose 2-sulfate , depourvue de 

sulfatation en C6. Le terme "iota carraghenane deviant" 

(del ta) a &te propose pour designer cette structure (Lawson 

et al., 1973): 

structure de l'unité repétitive du iota carraghenane dev i an t 

Un autre type de carraghenane "dt2viant' a et6 isole de 

differentes espèces de Giaartina (Lawson et al., 1973; 

Penman et Rees, 1973a; Penman et Rees, 1973b). Cette 

structure, comme ce 1 1 e du 1 ambda carraghenane, est 

caracterisée par le fait que l'unité alpha est dépourvue de 

pont 3.6 anhydro. mais en diffère par l'absence de 

sulfatation en C6 de cette dernière. Ce compost2 constitue de 



ga 1 ac t ose 

1-4 a 6tC 

2-sulfate lie alternativement alpha 

nommé x i  carraghenane (Penman et Rees 

CHSH CH20H 
1 

1-3 et beta 

, 1973a) : 

structure de l'unité répétitive du xi carraghenane 

Chez les mêmes algues qui élaborent le Xi carraghenane (ou 

le lambda) on trouve un carraghenane proportionnellement 

moins abondant lié covalentiellement h de l'acide pyruvique 

(Hirase et Watanabe, 1972; DiNinno et al., 1978; DiNinno et 

al., 1979). Cette structure qui est associée au xi 

carraghenane, a été nommé pi carraghenane (DiNinno et al., 

1979) et se représente ainsi: 
CH3 

-0ocf-, 

structure de l'unité repétitive du pi carraghenane 

Un carraghenane désulfaté et contenant du galactose et du 

3,6 anhydrogalactose suivant un rapport molaire 1:1 a été 

isolé de Furcellaria fastirriata (Painter, 1960; Lawson et 

a1 .,1973; Penman et Rees, 1973a). Cette structure qui a Cté 

également rencontrée chez Endocladia muricata (Stancioff et 

Stanley, 1969>, Tichocar~us crinitus (Yarotsky et al., 1977) 



et Bucheuma aelatinae (Greer et Yaphe, 1984a>, a été nommée 

beta carraghenane. Nous reprendrons nous meme ce terme chez 

Pissoella verruculosa. 

structure de l'unité répétitive du beta carraghenane 

1 1  est intéressant de noter que chez les 4 espéces 

dernièrement citées le beta carrahenane se rencontre 

toujours accompagné du kappa carraghenane. 

Des études de méthylation de la fraction contenant le beta 

carraghenane de l'extrait de F. fasti-alata . , ont révélé la 

présence d'unités alpha, sulfatées en 6, et ne présentant 

pas de pont 3,6 anhydogalactose galactose (Penman et Rees, 

1973a). Une telle structure, identifiée par techniques RMN 

dans les extraits de Tichinocar~us crinitus (Usov et al., 

1980) et de Eucheuma aelatinae (Greer et Yaphe, 1984a>, a 

été nommée ganima carraghenane: 

structure de l'unité répétitive du gamma carraghenane 

Enfin un nouveau type de carraghenane a été récemment mis en 

evidence chez Catenella niwae. Ce polymère caractérisé 



par une alternance d'unités beta-D-galactose et de 3,6 

anhydro-alpha-D-galactose 2-sulfate, a été nommé alpha 

carraghenane (Zablackis et Santos, 19861: 

structure de l'unité repétitive de l'alpha carraghenane 

On trouve également , associé h 1 'alpha carraghenane, un 

carraghenane, proportionnellement beaucoup moins abondant, 

dans lequel l'unité 3,6 anhydrogalactose 2-sulfate est 

remplaçee par du galactose 2,6-disulfate. Une telle 

structure a été nornm6e de1 ta carraghenane (Zab1 ackis et 

Santos, 19861, ce qui notre avis constitue une source de 

confusion, ce meme nom ayant été donne au "iota carraghenane 

déviant" (Lawson et al., 1973). Nous désigneront dans cette 

étude par le nom de "précurseur de 1 'alpha carraghenane" le 

polymére associé h l'alpha carraghenane et dont l'unité 

alpha est constitute par du galactose 2.6-disulfate: 



structure de l'unité répétitive du précurseur de l'alpha 

carraghenane 

Une catCgor ie de carraghenanes distincte des structures 

"classiques" par la présence de substituants méthyl a 

récemment été mise en évidence dans la fraction enrichie en 

iota carraghenane de F w ,  (Bel 1 ion et al., 1983). Le 

carraghenane méthyl t ainsi décr i t a une structure 

correspondant A un iota dont le carbone 6 de l'unité beta 

est substitué par un groupement méthyl. 

Un dernier type de carraghenane, dont i 1 sera beaucoup 

question dans cette étude, a ét6 mis en évidence dans 

l'extrait de Phvllo~hora nervosa (Yarotsky et al., 19781.11 

est constitué par une alternance de beta-D-galactose 

6-su1 f ate et de 3,6 anhydro-alpha-D-ga1 actose. cet te 

structure n'avait cependant pas pu etre séparée du kappa 

carraghenane, également présent dans cette espèce. 

L'isolement d'un tel carraghenane et sa caracterisation 

constitue l'un des objets de notre étude. 

Une classification des carraghenanes (figure 1 )  en fonction 

de la structure de I'unitebeta a été preconisé par divers 

auteurs (Percival, 1978; McCandless et Craigie, 1979; Greer 



et Yaphe, 1984a). Un tel regroupement en famille de 

carraghenane a ttt motivé h l'origine par l'observation que 

les carraghenanes prtsentant une meme unitt 1-3 beta 

semblait souvent dériver les uns des autres, ce qui laissait 

supposer l'existence de relations biosynthétiques entre ces 

molécu1 es. Nous verrons, dans le paragraphe sur 1 a 

biosynthese, que cette observation a étt fortement remise en 

cause par la suite, avec l'etude de nouveaux carraghenanes. 



FAMILLE BETX 

R - H  : Y carr aphenane R - H  : p carraghenane 
a 

R = S 0 3  : précurseur du (Ycarraphenane R = S03 : ff carraphenane 

FXYILLE KAPPA 

R = H  : p carraghenane 
R  = S 0 3  : y carraghenane 

h carraghenane 

R = H  : K carraghenane 
R = S 0 3  : L carraghenane 

O 

OH 

w carraghenane 

carraghenane a et4 designe sous le n a n  de ciel ta carraghenane. 
Ce même nan a et4 donne A la structure de carraghenane '&viant 
iota' 

Figure I - Classification des carraghenanes et transformation de 
l'unité galactose 6-sulfate en 3,6 anhydrogalactose, 

le; carraghenânes "déviants" ne sont pas représentés 



J 1 - VALEUR T-MIQUE DE L A  SRESENCE D'UN TYPE DE 

Dès le début des recherches sur les carraghenanes les 

chercheurs se sont préocupés de savoir s'il existait un lien 

entre la position taxonomique d'une algue et le type de 

carraghenane qu'elle synthetise. Un premier élément qui a 

sans doute pousse les chercheurs une réflexion sur ce 

sujet reside dans l'observation que les algues qui 

contiennent du carraghenane appartiennent toutes au meme 

ordre constitutif des algues rouges, celui des Gigartinales. 

On peut remarquer que le polysaccharide proche du 

carraghenane, l'agar est synthétise presque exclusivement 

par 2 ordres d'algues rouges, celui des Gelidiales et des 

Gigartinales. L'agar est un polymére de structure trés 

proche du carraghenane, son représentant le moins substitue, 

l'agarose (Araki 1966>,ayant la structure d'un beta 

carraghenane dans lequel 1 'uni té D 3,6 anhydrogalactose est 

remplaçée par du L 3,6 anhydrogalactose. 

Le Tableau 1 reprksente la classification des algues de 

l'ordre des Gigartinales, établ ie par Ky1 in en 1932. I l  est 

frappant de constater que cet auteur, à une époque où I 'on 

ne savai t pas di st i nguer 1 'agar du carraghenane, di vise cet 

ordre en 2 groupes (Kylin, 1956), l'un ne contenant que des 

espèces agar, l'autre que des espéces à carraghenane. 



Un autre élément renforçant l'hypothése d'un lien entre le 

type de carraghenane forme par une espéce et sa position 

systématique se rencontre dans le fait que le iota 

carraghenane n'est produi t que par des al gues appartenant h 

la famille des Solieriaceae dans l'ordre des Gigartinales. 

Plus intkressante encore est l'observation que chez les deux 

et Iridaea corda Gigartinaceae suivantes, Chondrus crispus t 4 

les gamétophytes ne produisaient presque exclusivement que 



Tableau 1 

Classification des familles d'algues de 1 'ordre des ~i~artinales* 

et distribution de l'agar et du carraghenane 

Cracilariacele Sarcodiaceaé 

Sebdeniaceae Sphaerococaceae 

Nemastomaceae Plocaÿiaceae 

Solieriaceae Hypneaceae Acrotylaceae Gigartinaceaé 

Furcellariaceae 1 Rhi L abdoniaceac 1 Fiychodeaceae 1 1 

espèces à agar espèces à carraghenane 

* 
d ' après Ky1 in 



du kappa carraghenane, al ors que 1 es tétrasporophytes 

contiennent principalement du lambda csrraghenane 

(McCandless et al., 1973; McCandless et al. 1975). 

Un grand nombre de chercheurs pensai e'nt , i 1 y a environ une 

quinzaine d'années, que le type de carraghenane formé 

constituerait un critére taxonomique dont l'importance 

s'affirmerait au fur et h mesure qu'un nombre croissant 

d'espéces seraient étudi &es. Aujourd'hui 1 a découverte d'un 

nombre croissant d'especes produisant simultanément 

plusieurs types de carraghenanes a contribue B modi fier 

sensiblement cette façon de voir. 

Bien que les fi 1 iations biosynthétiques rel iant un 

carraghenane B un autre soient encore mal connues, i l  est 

généralement observé que les différents types de ces 

molécules produites par une m ê m e  espéce sont en général 

assez proches, d'un point de vue chimique, et correspondent 

souvent B des pol yméres consi dérés comme dérivant 

directement les uns des autres. 

Une voie de recherche assez prometteuse entreprise dans le 

but de préciser les relations existantes dans ce domaine a 

&té ouverte avec les travaux de McCandless qui a montré 

qu'il existait des différences dans la réponse irrnnunologique 

de carraghenanes d'un meme type extrai t d'espéces d'algues 

différentes (McCandless et Gretz, 1984). Cette voie a &té 

interrompue momentanement apres la disparition de ce 

chercheur. Des travaux recents (Vreeland et al. 1988) 



permettent d'espérer que cette technique viendra bientOt 

compléter les méthodes existantes pour l'analyse des 

carraghenanes. 

- thodes d'extraction 

Les carraghenanes étant des polymères hydrosolubles, 

l'extraction se fait toujours par l'eau plus ou moins 

tamponnée . Au cours des premières recherches sur 1 es 

carraghenanes une grande diversité de pH a été utilisée lors 

de l'extraction. Les pH acides sont à proscrire car 

susceptible de provoquer, meme A faible concentration, une 

hydrolyse du polymère. Les pH fortement basiques, 

générateurs de beta él iminat ion (destruction de la 

molécule), sont à éviter. Une étude récente montre cependant 

qu'un pH légèrement alcalin contribue A augmenter le 

rendement de l'extraction en dissociant les liaisons entre 

1 es carraghenanes et 1 es proté i nes (King et Lauterbach , 

1987). 

La plupart des extractions de carraghenanes sont éffectuées 

aujourd'hui en solution tamponnée par du NaHC03 0.5 M. 

On peut extraire sélectivement certains types de 

carraghenane en effectuant sequentiellement des extractions 

à differentes températures. D'une façon genérale les 



polymères les plus solubles, et ceux présentant les masses 

moléculaires les plus faibles sont extraits aux plus basses 

températures. Beaucoup de carraghenanes dépourvus d'unités 

3,6 anhydrogalactose, et considérés comme précurseurs de 

ceux renfermant cette structure, ont pu être extrait 

sélectivement par l'eau froide, constituant le "cold 

extract" (Bellion et al., 1981; Greer et Yaphe, 1984a>. 

La précipitation du carraghenane de 1 'extrait hydrosoluble 

est effectué soit en utilisant un excés d'alcool (3 h 10 

volumes), soit par action d'un sel d'ammonium quaternaire. 

L'éthanol ou le propanol-2 précipite les polysaccharides de 

masses moléculaires d'autant moins élevé que l'alcool est 

utilisé en plus grand excés. 

Les sels d'ammonium quaternaires précipitent sélectivement 

les polysaccharides chargés. On utilise soit le bromure de 

cetyltrimethylammonium, appel lé communément cetavlon ou CTAB 

(Craigie and Leigh, 1978; Mollion, 1978) ou le chlorure de 

cetylpyridinium (Greer et Yaphe, 1984a>. 

La précipitation par les sels d'ammonium quaternaires est en 

général plus sélective que par l'éthanol, dans la mesure où 

les carraghenanes sont toujours au moins en partie chargés. 



- thodes de fractiomement 

Fractionnement par aél ification en présence i o n s :  / ' 

Pendant 1 ongt emps 1 es seu 1 es mé thodes de frac t i onnemen t ont 

été basée sur la propriété de l'ion K+ de favoriser la 

gélification de certains types de carraghenanes. 

Par exemple, chez &&euma uncinatu, le nu carraghenane qui 

est soluble dans le KC1 0.3 M peut être sépare du iota 

carraghenane, insoluble dans de telles conditions (Stancioff 

et Stanley, 1969). 

Chromatoara~h ie sur col onne Cchanaeuse d' ions: 

Un autre type de fractionnement peut être envisagé lorsque 

1 'on veut séparer des carraghenanes portant des charges 

différentes. Les molécules peuvent être fixées sur col onne 

D.E.A.E. sephadex et éluées en fonction de leurs charges en 

utilisant du NaCl de molarité croissante. Une telle méthode, 

fréquemment utilisée pour séparer l'agarose de 

I'agaropectine (Duckworth et Yaphe, 19711, est utilisée dans 

cette étude pour la séparation de carraghenanes diversement 

chargés. 

Chromatoara~hie de ~ermeation sur ae l  

D'autres techniques chromatographiques ont et& utilisées 

pour separer 1 es carraghenanes en f onct ion de 1 eurs masses 

moléculaire. De telles séparations ont &té effectuées sur 



sepharose CL-4B (Bellion et al., 1981; Ekstroem et al., 

1983). 

Jivdrolvse enzvmatiuue: 

1 La decouverte d'enzymes hydrolysant selectivement certains 

types de carraghenanes a permis d'isoler des fractions 

résistantes A l'hydrolyse. 

Alors que l'extrait de Hvwnea musciformis avait été décrit 

pendant 1 ongtemps comme ne contenant que du kappa 

carraghenane, la dégradation de ce polymére par une kappa 

carraghenase a permis de mettre en évidence une fraction 

iota proportionne11ement moins abondante (Greer et al., 

1984). A l'heure actuelle seules des kappa, iota et lambda 

carraghenases ont été isolées et décrites (Greer, 1984). 

C - M4 thodes d' ana 1 use 

Dosaue des ~rinciwaux constituants: 

Les techniques colorimètriques classiques d'analyse sont 

utilisées pour quantifier les différents constituants des 

carraghenanes. Les analyses les plus communes sont: 

Mesure des sucres totaux: on peut uti l iser la méthode au 

phénol-sulfurique (Dubois et al., 19561, ou l'orcinol 

sulfurique (Tillmans et Philippi 1929, modifiee Rimington 

1931). 

- -  Mesure du 3,6 anhydrogalactose: on utilise la méthode au 

résorcinol chlorhydrique (Yaphe et Arsenault, 1965). 



Mesure de la teneur en sulfate: on uti 1 ise une méthode 

turbldimétrlque faisant appel la precipitation par le 

chlorure de baryum (Craigie et Leigh, 1978). 

Mesure des sucres rtducteurs obtenus aprés hydrolyse du 

carraghenane: on ut i 1 ise la méthode de Somogyi (Nelson, 

1944).  
'-. 

M e n t  i f  lcation 
. . ries sucres constitutifs et de 1 eur 

substituants: 

- Identification des sucres constitutifs: 

Les sucres sont identifiés par chromatographie aprés 

hydrolyse. On peut utiliser la chromatographie sur couche 

mince (CCM) et la chromatographie en phase gazeuse des 

sucres transformes en acétates d'alditols. Ces techniques 

présentent l'inconvénient de n'apporter qu'une information 

partiel le sur la nature des subst i tuants, qui sont souvent 

détruits lors de l'hydrolyse, et de n'apporter aucune 

information sur la façon dont ces sucres s'enchatnent entre 

eux. Etant donne le peu de diversité des carraghenanes en ce 

qui concerne leurs sucres constitutifs, ces méthodes sont 

peu employCes exception fafte de l'utilisation de la 

chromatographie sur couche mince pour vérification rapide de 

l'état d'avancement des hydrolyses enzymatiques. 



- Les techniques d'étude des subst i tuants des sucres : 

Méthylation: 

La plupart des travaux sur le .mode d'enchatnement des sucres 

constitutifs des carraghenanes, ainsi que sur la position de 

leurs substitutions, ont et& effectués grace h des 

techniques de méthylation (Dewar et Percival, 1947; Cerezo, 

1973>, suivi ou non d'une chromatographie en phase gazeuse. 

RMN dui3c 

Aujourdhui la plupart des identifications de structure de 

carraghenane se font par spectroscopie de RMN du ou du 

proton. Les spectres de RMN du 13c ont Cté pub1 iés pour les 

carraghenanes suivant, avec une interprétation totale des 

signaux dans le cas du kappa (Usov et al., 1980; Greer et 

al . , 19841, beta < U s o v ,  1984; Greer et Yaphe, 1984a>, et 

iota carraghenane (Usov, 1984; Greer et Yaphe, 1984b>, et 

une inteprétation partielle dans le cas des mu et nu 

(Bellion et a .  1983) et gamma carraghenane (Greer et 

Yaphe, 1984~). Le spectre du di sacchar i de neocarrabiose 

4-su1 fate obtenu par hydrolyse du kappa carraghenane a été 

décrit et totalement interprété (Rochas et al., 1983). 

L'ut i 1 isation de 1 a R M N  du carbone présente deux 

inconvénients par rapport A d'autres techniques: son coat 

éleve et le fait qu'une quantité non négligeable de produit 



soit nécessaire (20 mg minimum avec un appareil opérant à 

400 M H z )  pour qu'un signal soit détecté. 

Spectroscopie IR: 

Une autre technique , 1 a spectroscopie infra-rouge, permet 

d'obtenir des informations sur la nature des substituants et 

sur leur position.+, L'information recueillie n'est que 

partielle et de nombreuses ambiguités subsistent. Les 

principales vibrations caractéristiques de certaines 

substitutions rencontrées chez les carraghenanes sont les 

suivantes: tous les carraghenanes présentent une large bande 

d'absorption h 1240 cm-1 (Akahane and Izumi, 1976). ainsi 

qu'un pic h 1370 cm'l (Cross, 19641, caractéristiques des 

sulfates (vibration S=O>. Le lambda carraghenane montre une 

bande d'absorption entre 810 et 840 cm-l resultant de la 

superposition de deux pics: 820 cm'l (sulfate estérifiant un 

alcool primaire) et 830 cm'l (sulfate estérifiant un alcool 

secondaire équatorial). On observe également 2 pics, l'un à 

1015 cm-', l'autre à 1040 cm'l. Ces deux dernières 

absorption sont rempl açées par des pics h 1025 cm-' et 1070 

cm'' dans la molécule de lambda carraghenane soumise h un 

traitement alcalin (Stancioff et Stanley, 1969). 

Le kappa carraghenane présente un pic h 845 cm'l (Lloyd et 

a1 ., 1961) indiquant la présence de sulfate estérifiant un 

alcool secondaire en position axiale (liaison C-O-S axiale 

du galactose 4-sulfate). On observe également des pics A 930 



cm' l  et lu70 cm'l caractéristiques du pont 3,6 

anhydrogalactose (Stancioff and Stanley, 1969). 

Le iota carraghenane montre un pic h 805 cm'l qui est 

toujours associe 21 la présence de 3,6 anhydrogalactose 

2-sulfate. On n'observe pas ce pic dans le nu carraghenane 

précurseur du iota. Ceci indique qu'une telle absorption 

n'apparai t que lorsqu'i 1 y a préseace simultanée d'un 

groupement S04 f ixé en CS et d'un pont 3,6 anhydro sur 1 e 

ga1 actose. Les recherches n'ont cependant pas permis de 

déterminer d. quelle liaison on doit attribuer cette 

vibration (Anderson et al., 1968a). Comme le kappa 

carraghenane, le iota presente des pics 8 845, 930 et 1070 

cm'l. Le beta carraghenane est caractérisé par une bande h 

895-900 cm'l (Whyte et al., 1985) que l'on retrouve 

&galement dans I'agarose, la cellulose, la chitine et les 

xylanes et qui semble caractéristique d'un cycle dépourvu de 

groupements sulfates (antisymetric, out of phase ring 

stretching mode). 

Spectroscopie Raman 

Une technique qui pourrait devenir complémentaire de 

l'infrarouge est la spectroscopie Raman, A l'aide de 

1 aque 1 1 e 1 e kappa carraghenane, l e neocarrabi ose 4-su 1 f ate 

et le neocarrabiose ont pu être analysé (Malfait et al., 

1987). Les spectres ressemblent aux spectres infrarouges 

obtenus A part i r des carraghenanes correspondant , avec 



cependant de petites differences difficiles à expliquer à 

l'heure actuelle 

Techniques immunologiques: 

Des techniques immunologiques ont été utilisées pour I'btude 

de la structure fine des carraghenanes (Johnston et 

McCardless, 1968). Des anticorps anti-kappa et anti-lambda 

ont CtC prCparCs et ont permis de distinguer le kappa 

carraghenane du lambda. Ces memes anticorps obtenus de 

différentes sources ont également permis de distinguer 

plusieurs "variétés structurales" d'un même type de 

carraghenane provenant de différentes sources algales 

(Hosford et McCandless, 1975; Evelegh et al., 1978; DiNinno 

et McCandless 1978a, 1978b. 1979). 

Les carraghenanes sont utilisés dans diverses industries 

alimentaires essentiel lement pour leurs propriétés 

gélifiantes et épaississantes. La première de ces propriétés 

dépend du pouvoir gélifiant de ces molécules, alors que la 

deuxième est sous l'influence de leur viscosité. 

Je n'ai pas l'intention de discuter du mécanisme intime qui 

lie ces propriétés physiques à la structure chimique, mais 

de faire un bilan de ce que l'on sait de l'influence des 

substitutions possibles de la molCcule de carraghenane sur 

les propriétés physiques de celles-ci en solution. 



D'une façon trés schématique on peut dire que la 

gtllflcatlon Intervlent chez les carraghenanes lorsque ces 

molécules se montrent aptes A former un réseau 

tridimensionnel enfermant des molécules d'eau. Dans la 

formation de ce réseau interviennent essentiel lement deux 

paramétres qui sont la possibilite de jonction entre chatnes 

de carraghenane et la présence d'unités dtviantes, appellées 

" k i nksu par 1 es angl O-saxons (Rees, 1972), qui changent 

l'orientation g6nérale d'une chatne. 

La jonction entre molecules de carraghenanes se ferait par 

l'intermédiaire du contre-ion associé aux groupements 

su1 fate. Ces derniers groupements, par eux-meme tendent à 

augmenter la solubilité de la molécule, et de ce fait 

diminuent le pouvoir gélifiant. L'agar qui n'est pas sulfaté 

forme d'excellents gels; i l  en est sans doute de meme du 

beta carraghenane, bien que, dans le cas de ce dernier 

polymére, seule la faible solubilité alt ttC jusqu'à present 

l 
montrée (Greer, 1984). Le contre-ion favoriserait le 

rapprochement des chatnes en diminuant la sol ubi 1 i té du 

systérne. Il est connu depuis longtemps que 1 ' ion K' renforce 

le pouvoir g61ifiant du kappa carraghenane, alors que la 

présence de ~ a +  le diminue. Une telle action s'expliquerait 

par le degré d'hydratation plus elevé de l'ion Na, qui lui 

donne un plus grand encombrement que 1 ' ion K, ce qui 

contribue à diminuer la stabilité des zones de jonction 

entre chatnes et de ce fait diminue le pouvoir gblifiant. 



L'influence de la position du groupement sulfate sur le 

processus de gélification est moins claire. La présence d'un 

tel groupement sur le CS de l'unité 3,6 anhydrogalactose 

contribue h diminuer le pouvoir gélifiant. Rees a montré que 

les molécules de carraghenane avaient une structure 

tertiaire spiralée (Rees et al., 1969>, et que le groupement 

sulfate fixé sur le C2 du 3,6 anhydrogalactose etait tourné 

vers l'intérieur de la spirale dans le cas du iota 

carraghenane. Dans 1 'hypothèse d'un processus de 

gélification faisant appel h la formation d'une double 

hélice entre 2 chatnes de carraghenane, la présence d'un tel 

groupement sulfate permet d'expliquer pourquoi les iota 

carraghenanes donnent des gels moins fermes que les kappa. 

On pense aujourdhui que le processus de gélification ne fait 

pas nécessairement intervenir la formation d'une double 

hélice et la différence de pouvoir gélifiant entre le kappa 

carraghenane et le iota reste h expliquer. 

Le rOle des unités déviantes dans la formation du réseau 

tridimensionnel permettant la gélification a été plus 

clairement établ i .  Le modèle de fibre de carraghenane 

simplement ou doublement spiralé a éte décrit par Rees. 

Celui-ci a montré par des méthodes faisant appel A la 

diffraction des rayons X que l'alternance de galactose et 

3,6 anhydrogalactose liés respectivement par liaisons beta 

(1 -4)  et alpha (1-3) confére la molécule spiralée une 

orientation générale linéaire (Rees, 1969). Les différentes 



chat nes de carraghenanes peuvent al ors s'assoc i er au ni veau 

des zones de jonction corme nous l'avons vu. La substitution 

d'une unité 3,6 anhydrogalactose par une unité galactose 

6-sulfate change complètement l'orientation de la chaine. Le 

3,6 anhydrogalactose qui avait une conformation lC, en 

raison de l'encombrement stérique du pont anhydro, est 

remplaçé par le galactose 6-sulfate de conformation Ci. La 

présence de séquences mu carraghenanes dans les chatnes de 

kappa diminue le pouvoir gél if iant, pour les raisons 

invoquees ci-dessus. Les industriels qui ut i 1 isent le kappa 

carraghenane pour ses propriCtés gélifiantes, augmentent 

celles-ci par action d'un agent alcalin qui transforme les 

séquences mu en kappa. 

La présence d'un minimum d'unités déviantes mu est cependant 

nécessaire pour donner au gel une certaine élasticité. 

Ce1 le-ci est d'autant plus grande que le carraghenane 

s'organise en un réseau tridimensionnel grace A ces unités 

déviantes. 

On peut définir la viscosité comme la résistance que 

présente un fluide a l'écoulement. Aucune étude systématique 

de l'influence de différents substituants sur la viscosite 

des solutions de carraghenanes n'a été éffectuée. 

D'une façon générale la présence de groupement sulfate 

augmente a la fois la viscosité et la solubilité du 

polymère. 



Une caracter ist isque importante d'un carraghenane est sa 

masse rnolécu1aire, dont l'augmentation se traduit par un 

accroissement de la viscosité. 



Les recherches sur la biosynthèse des carraghenanes (voir 

paragraphe suivant) n'en sont encore qu'h leurs débuts et 

pourtant plusieurs concepts reposent déjà sur des résultats 

expérimentaux obtenus dans le cadre de cette étude. Parmi 

les differents types de carraghenanes, les mu, nu, gamma et 

l'équivalent C6 sulfaté de l'alpha ont été décrits comme 

prtcurseurs respectivement des kappa, iota, beta et alpha 

carraghenanes parce qu'une enzyme capable de transformer 

l'unité 6 sulphatée en 3,6 anhydrogalactose (Wong et 

Craigie, 1978>,  avait été isolée des algues contenant ces 

polymères. 

Ces carraghenanes précurseurs ne pouvant etre separés des 

molécules auxquelles elles peuvent donner naissance, de 

nombreux auteurs ont décrit l'ensemble des 2 types de 

structures comme formant une molécule hybride. Dans le kappa 

carraghenane la fraction résistante A l'hydrolyse par la 

kappa carraghenase, contenant la structure mu, 

representerait d'aprés Yaphe une "portion inachevee de la 

mol écu1 e de kappa carraghenane" (Weigl et Yaphe, 196Ga). 

Des preuves plus convaincantes d'une tel 1 e organisation ont 

été apportées pour d'autres carraghenanes, également décrits 

comme une structure hybride. Une telle structure existerait 

dans les carraghenanes extraits de Eucheuma cottoni i et 

.Nd!m qui contiennent la fois du kappa et du iota 



carraghenane.La structure hybride kappa-iota est déduite de 

la diminution de la masse moléculaire moyenne lorsque l'une 

des structures est hydrolysée sélectivement. Cette masse 

moléculaire diminue alors dans des proportions supérieures A 

ce1 les que l'on devrait obtenir dans le cas de 2 structures 

distinctes (Bellion et al., 1981). D'après Yaphe, qui se 

base sur ce mCme type de résultats expérimentaux, le 

carraghenane de E. nudum a une structure hybride avec des 

unités répétitives de kappa carraghenane organisée en 

courtes séquence qui viennent interrompre régulièrement la 

continuité des séquences iota (Greer et Yaphe, 1984b). Ce 

même carraghenane contiendrait également des séquences nu 

organisées de façon semblable au kappa. 

Un carraghenane hybride a été également décrit dans 

l'extrait de E. aelatinae constitué principalement de 

stquences beta et, dans des proportions moindres, de 

sequences kappa et gamma, regroupées au sein d'une meme 

molécule (Greer et Yaphe, 1984a). 

D'autres carraghenanes ont été décrits comme ayant une 

structure hybride sans que la moindre preuve de cet état de 

fait soit apporté. I l  semble que certains auteurs uti 1 isent 

le terme de carraghenane hybride pour décrire des situations 

oû 2 types de carraghenanes coexistent dans une meme espéce 

d'algue. 



Trés peu de recherches ont éte éffectuees h ce jour sur la 

biosynthbse des carraghenanes. Il semble que le squelette 

carbont de la moltcule soit synthbtisé h partir d'un 

nucleotide transporteur de sucre dans l'apparei 1 de Golgi et 

le réticulum endoplasmique(Turvey, 1978). L'incorporation 

des sulfates se ferait sur la molécule déjh polymerisée 

(Greer , 1984 > . Des études de marquage au 3 5 ~  ont montré une 

incorporation rapide dans les carraghenanes de C. cris~us 

(Loewus et al., 1971) et de E. nudm (LaClaire et Dawes, 

1976). On pense que le donneur de sulfate est l'adénosine 

3'-phosphate-5'-phosphosulfate (PAPS) comme dans la plupart 

des systémes biologiques (Turvey, 1978). Bien qu'une 

incorporation des sulfates directement au niveau de la paroi 

cellulaire ait tté signale chez Eucheuma isiforme (LaClaire 

et Dawes, 1976), i l  semble que celle-ci s'éffectue plus 

génAralernent au niveau du golgi et du reticulum 

endoplasmique (Evans et al ., 1978; Mil lard et Evans, 1982; 
Ramus et Groves, 1972; Tveter-Gallagher et al., 1984). 

Un modèle de sulfatation (figure 2 )  progressive des 

molCcules de carraghenanes faisant intervenir plusieurs 

su 1 f otransf érases, permet tant de transformer un type de 

carraghenane en un autre type, est proposé par Craigie et 

Wong (1978). Une sulfohydrolase catalysant la formation de 

3,6 anhydrogalactose A partir du mu et du nu carraghenane a 



&té extraite h la fois du gamétophyte et du tétrasporophyte 

de C. crisvus (Wong et Craigie, 1978). L'activité de cette 

enzyme est inhibée par le lambda carraghenane, ce qui 

explique peut etre que le tétrasporophyte, qui contient ce 

dernier polymére, ne puisse synthétiser le kappa 

carraghenane, l'autre explication étant une eventuelle 

impossibilité 21 synthétiser le mu carraghenane lui-meme. 

La sulfatation, comme nous l'avons dit, intervient sur la 

molécule déjh polymérisée. Ce processus n'étant probablement 

pas instantané, i l  doit exister des carraghenanes hybrides 

dans lesquels les deux types de structure se transformant 

l'une en l'autre coexistent. La présence de molécules 

hybrides contenant h la fois le précurseur C6-sulfaté et la 

structure correspondante contenant l'unité 3,6 

anhydrogalactose témoignerait de la relation biosynthétique 

entre ces 2 types de carraghenanes. 

Il est intéressant de noter que les carraghenanes contenant 

du 3,6 anhydrogalactose ne se rencontrent pas toujours 

accompagnés de leurs unites précurseurs. Chez E. cottonii 

(Bellion et al., 1983) de meme que chez E. n u d m  (Greer et 

Yaphe, 1984b), on trouve un carraghenane hybride 

kappa-iota-nu et aucune trace de structure mu. Dans ce cas 

on peut penser que le nu carraghenane serait un précurseur 

commun au iota et au kappa. D'aprés Bellion le passage d'une 

structure nu une structure kappa pourrait avoir le stade 

iota comme intermédiaire (Bellion et al. 1983). Un schema de 



cette voie biosynthétique, differente de celle proposée par 

Cralgie , est représente dans la figure 2. Une tel le 

relation biosynthetique entre le kappa et le iota 

expl iquerai t pourquoi ces deux structures se retrouvent 

frCqernrnent au sein d'une meme molécule de carraghenane 

hybr i de. 

De meme chez E. aelatinae seu 1 1 e carraghenane hybr i de 

beta-gamma-kapa a été mis en évidence (Greer et Yaphe, 

1984a). L'absence de précurseur mu a fait dire h ces 

derniers auteurs que le kappa carraghenane pourrait dériver 

directement du beta. 

I l  n'existe pas d'algue connue actuellement qui ne 

contiennent qu'un seul type de carraghenane. Cet te 

hetérogénéi té au ni veau des subst i tuants des carraghenanes 

dépend, comme nous l'avons dit, de l'état physiologique de 

la plante et présente souvent des variations saisonnières. 

L'evolut ion de 1 'hétérogenei té des substi tuants du 

carraghenane d'al gues présentant di f f érents degres de 

maturité, est une indication du sens suivant lequel ceux-ci 

pourraient se mettre en place au sein de la molécule. 

Une sulfatation progressive de la molécule de carraghenane a 

été mise en évidence chez P v ~ n e a  musciformis (Mo1 I ion, 

1977). Cette espece contient principalement du kappa 

carraghenane. 

Nous avons montré que, au Sénégal , La teneur en su1 f ate du 

carraghenane de cette plante augmente de façon continue 



jusqu'au moment de la reproduction sexuée. 11 semble donc 

qu'un precurseur se transforme progressivement en kappa 

carraghenane. Nous n'avons pas pu identifier c e  

 précurseur", mais on peut penser que celui-ci pourrait être 

constitué par du mu carraghenane (Bellion et al., 1983). La 

plupart des études des variations saisonniéres de 

structures des carraghenanes publiées ont été éffectuées A 

part i r d' a 1 gues d' eaux t empérees chez 1 esque 1 1 es i 1 est 

difficile de dissocier l'effet de la température de celui de 

la maturité sexuel le. 

.. Au Sénégal la période de reproduction ne se fait pas au 

moment où la température de la mer est maximale. Notre étude 

de su1 f atat ion progressive du carraghenane de cette espéce 

indique que celle-ci dépend beaucoup plus de la maturité 

sexuel le que de la température. Le sens de l'évolution du 

polymére est donc particuliérement évident dans ce cas. Ceci 

illustre bien comment le choix de l'état physiologique des 

kchantillons récoltés peut permettre d'obtenir des 

informations sur le sens d'évolution d'une structure 

carraghenane. 



gal act ane précurseur 
(alpha-1,3; beta-1,4 1 i21 

galactane 6-sulfaté sur 1 'unité 4-1 ide 

I 
iota 

nu-> iota . - - >  kappa 

Figure 2 - Modé 1 e de b i osyn thèse des carraghenanes proposé 
par Craigie and Wong, 1978 ( A ) ,  et interprétation du modéle 
proposé par Bellion et al., 1983 (B> 
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PEUXIEME PARTIR: MATERIEL ET METHODES 

* 

Les carraghenanes sont des pol~méres caractérisés Par une 

repetitivité presque parfaite d'un certain nombre de 

séquences. Les différentes sequences rencontrées chez les 

carraghenanes sont constituees par une répetition d'unités 

de D-galactose (voir premiere partie). et ne différent entre 

el les que par la nature et la position des substituants de 

ces uni tés. Le principal subst i tuant rencontré chez les 

carragnhenanes est constitue par des groupements S04.  La 

spectroscopie RMN constitue la méthode moderne la plus 

directe pour connaitre la nature et la position de ces 

substituants. Dans le cas de structures dont la réponse en 

spectroscopie RMN est dejA connue une telle identification 

peut se faire directement par comparaison des assignements 

chimiques. Lorsque la réponse RMN ne correspond A celle 

d'aucune structure dont 1 es depl acements chimiques ont et6 

pub1 iés, on emet des hypotheses sur la nature de cette 

structure. 

Les valeurs que devraient avoir les déplacements chimiques 

des substituants de la structure supposee sont ensuite 

determinés en utilisant les donnees publiees sur les effets 

de ces memes subst i tuants sur 1 es depl acements chimiques de 

structures voisines. 

Les techniques classiques d'extraction des carraghenanes 

permettent d'obtenir un melange de ces polyméres, qui peut 



etre fractionné, notamment par des précipitations 

sélectives. Chaque fraction ne contient plus qu'un 

carraghenane majoritaire facilement identifiable. Plut6t que 

d'hydrolyser 1 es &chant i 1 1 ons de carraghenanes provenant des 

thalles de Rissoella, pour en faire l'analyse, nous nous 

sommes éfforçés de caractériser ces molécules A l'état de 

pol ymkres, en les séparant par des techniques de 

fractionnement, souvent longues et fastidieuses, mais 

respectant au maximum les structures. 

- TENTION DES ECHANTILLONS DE R *  VERRUCUJ*OSA 

Avant de détailler les différentes techniques d'extraction, 

de purification, de fractionnement et de caractérisation des 

carraghenanes de Rissoella, nous nous proposons de décrire 

succintement cette algue A partir des observations faites A 

l'occasion des récoltes. 

A - Descri~tion de Rissoella verruculosa 

j? i est une algue rouge appartenant A 

l'ordre des Gigartinales et A la famille des Rissoellaceae 

(tableau 1). Cette famille regroupe un nombre trés restreint 

d'espéces, dont aucun représentant, A notre connaissance, 

n'a fait l'objet d'une étude biologique. Une photo d'un 

échantillon stérile de taille moyenne, récolté A Bastia. 

figure sur la planche 1. Une description des principaux 



PLANCHE 1 

Aspect général d e  Rissoella verruculosa 



caractéres anatomique et de reproduct ion de cet te espéce 

ainsi que de sa répartition géographique (Ky1 in, 1956) est 

donnée par Kylin. D'aprés cet auteur, cette espéce n'a éte 

observée qu'en mer Méditerranée. Aucune description de la 

periode de reproduction et des proportions relatives des 

generat ions hapl oTdes et diploïdes ne figurent dans cette 

étude. Une caractéristique écologique importante de cette 

espéce réside dans le fait qu'elle occupe une zone verticale 

allant de la limite inferieure des basses mers jusqu'à un 

niveau situé à environ 10 cm au dessus du niveau de la haute 

mer ( observat i on persone 1 1 e en Corse > . L' amp 1 i tude des 

marées est d'environ 20 cm en mer medi terrannée. Lorsque la 

mer est calme les individus situé aux niveaux les plus 

élevés se trouvent donc exposés a une dessication assez 

poussée. 

B - Récol te des échanti 1 lons 

Les échantillons utilisés dans cette etude ont été récoltés 

dans les localités suivantes: 

en Corse: 

- Ajaccio (cote ouest Corse), échantillons R9 et R49 
- Favone (cete est Corse), échantillons R20 et R38 

- Bastia, échantillon R51 

dans 1 e département du Var: 

- Sanary, echantillon R44 



Tableau 2 

Lieu, date de récolte et maturité des echantil lons 

ae J?issoella verruculosa recoltcs dans la nature 

echantillon l ieuetdatederecolte  Ctatdematurite 

R9 A j  acc i O 25-04-84 jeune 

R20 Pavone 20-05-84 jeune 

R38 Pavone 28-06-84 a@ 

R44 Sanary 05-04-86 jeune 

R49 Ajaccio 27-02-87 jeune 

R51 Bast ia 03-03-87 jeune 



état des échantil lons: 

La taille des thalles constituant les populations de & 

verruculosg est relativement homogéne car ils grandissent 

régulièrement et simultanément au cours de leur 

développement. Ceci se traduit par le fait que les individus 

f eme l les d'une popu l at ion dev i ennen t cystocarp i ques en meme 

temps juste avant de disparattre. Deux types d'échantillons 

ont &té récoltés: 

- des thalles jeunes, de petite taille et dépourvus de 

cystocarpes. 

- des thalles dgés ayant pratiquement atteint la tai1 le 

maximale observée. 

I - Les individus agés ont été récoltés dans une population 

comprenant de trés rares individus cystocarpiques. Ces 

derniers n'ont cependant pas été recueillis en raison de la 

difficulté d'en réunir une quantité suffisante pour etre 

analysée. Nous n'avons pas non plus cherché A récol ter les 

individus males séparément, ceux-ci présen tant des 

caractères sexuels difficilement discernables sur le 

terrain. 

Le 1 ieu, la date de récol te ainsi que le degré de maturité 

des échantillons prélevés dans la nature sont indiqués dans 

le tableau 2. 



Tableau 3 

Description des différents dchantillons récoltes, 

date de récolte, provenance, culture et date de 

prélévernent de ces échantillons 

tchanti 1 Ion récol te R20 

dans la nature (20-05-84) 

méthode de 

fert i l isat ion prepondéran t prépondérant 

tchan t i 1 1 ons R21 

en CU 1 ture (28-05-84 ( 1-06-84) 

prépondéran t 



se en culture d'6chantillons 

Certains echantillons recoltés dans la nature ont été mis en 

cuture A la station aquacole de Pinia, appartenant A 

1'I.F.R.E.M.E.R. et située A Ghisonaccia, sur la cete 

orientale Corse. La culture a été éffectuée dans des bassins 

dans lesquels l'eau de mer est renouvellée et enrichie en 

engrais en continu (tableau 3). Les conditions de culture 

ainsi que les infrastructures utilisées sont décrites en 

détail dans l'article "seaweed cultivation for phycocolloïds 

in the mediterranean" (joint en annexe). Plusieurs types de 

fertilisation ont permis d'obtenir des vitesses de 

croissance différentes A partir de plusieurs lots issus 

d'une même récolte et mis en culture simultanément (tableau 

3). 

Aprés des durées de culture generalement courtes, en raison 

des taux de croissance trés élevés, les échanti 1 lons sont 

prélevés dans les bassins ayant subi des procedures de 

fertilisation differentes (tableau 3). 

1 - méthode de fertilisation 

Une solution de macroélément et une solution d'oligoé16ments 

(tableau 4 )  sont déversés simul tanément de façon continue 

dans les bassins, eux-même renouvel lés continue1 Iement en 

eau de mer. Les concentrations figurant dans le tableau 4 



Tableau 4 

~ompositlon 'de l'engrais utilise pour fertiliser 

les bassins de culture de Rissoella 

I 2 types de fert i l isat ion ont &te ut i l isés 

fertilisation NO3 fertil iaation NH4 

prépondérant 

NaN03 1300 mW 



correspondent à ce1 les que devrait avoir chaque élément dans 

les bassins s'il n'était ' pas en partie assimillé par les 

algues en culture. 

2 - Bassins et densité de culture 

Les infrastructures utilisées pour cette expérience sont 

décrites dans le document en annexe: Seaweed cultivation for 

phycocolloïd in the Mediterranean 

La densité de culture dans les bassins a été maintenue entre 

1,s kg/m2 et 2,5 kg/m2. De tel les densité de culture ont été 

ut i 1 i sées par Ryther dans des exper i ences de CU 1 ture de 

Gracilaria tikhvahiae (Ryther et al., 1978). 

3 - Conservation des échantillons 
Les échan t i l 1 ons récol tés sont ri nçés pendant 1 mi nu te dans 

un grand vol ume d'eau douce, puis séchés au sol e i 1 . 
L'échantillon R51 n'a pas été rinçé A l'eau douce et a 6té 

séché directement au soleil. 

A - Princiue de l'extraction 

Les carraghenanes sont des polyméres solubles dans l'eau. La 

temperature de solubi 1 isat ion d'un carraghenane dépend de la 

structure de celui-ci (voir lé r e  partie). Plusieurs types de 

carraghenanes présents dans une meme espéce d'algue 



pourront ainsi Ctre séparés par extraction ~Cquentielle 

faisant appel à des temperatures croissantes. Nous n'avons 

utilisé dans cette ttude qu'un seul type d'extraction 

séquentielle, consistant en une extraction h une temperature 

de 4'ou de 22', permettant d'isoler une fraction 

"extractible A froid", suivi d'une extraction A 90'. 

, L'extraction du carraghenane est f aci l i tée par 1 a rupture 

préalable de certains éléments cellulaires. Cette rupture a I 

btt obtenue par broyage des cellules, suivi d'une 

solubilisation par les solvants organiques de certains 

tléments pouvant géner l'extraction. Ces substances 

organosolubles peuvent en effet soit etre liés aux 

carraghenanes, ce qui rend difficile leut purification, soit 

empécher 1 'eau d'entrer en contact avec 1 e carraghenane et 

de le solubiliser. Une étude visant 21 obtenir des parois 

isolées a été entreprise. Cette étude a permis un suivi des 

differentes étapes de l'extraction du carraghenane et de 

mieux comprendre le mécanisme de solubilisation des 

differents éléments cellulaires. 

- traction à 90'Ç 

Environ 4 g d'algue sèche sont broyés dans un broyeur h 

bi 1 le jusqu'h 1 'obtention d'une poudre très fine. Cette 

poudre est ensui te deposée sur un entonnoir en verre frité 

(porosité 3) et soumise h l'action successive de 150 ml 

d'acetone, 200 ml d'éthanol 2I 80 % bouillant, puis 200 ml 
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d'éthanol absolu bouillant. La poudre est ensuite séchée 21 

l'étude sous vide h 50'C. 

L'extraction des fractions hydrosolubles h chaud est 

effectute en immergeant pendant 90 minutes sous agitation la 

poudre dans 1200 ml de solution de NaHC03 0,5 M A 908C. 

Le résidu non solubilisé est repris par 500 ml de solution 

de NaHC03 0,5 M A 908C pendant 30 min. 

Les fractions solubilisées sont filtrées sur filtre 

Sartorius 0 . 4  micrometres. L'extrait hydrosoluble contenu 

dans le filtrat est précipite par l'une des deux méthodes 

suivantes: 

- précipitation par I'alcool 
L'extrait hydrosoluble est précipité par 3 volumes d'4thanol 

ou de propanol2 95 %. Ce dernier alcool est considéré 

corme pl us spéci f i que des carraghenanes que 1 e premi er . Les 
polysaccharides ainsi précipités sont esentiellement 

constitues de carraghenanes, avec des contaminations 

mineures par de l'amidon (Craigie et Leigh, 1978). 

- précipitation par le cetavlon 
L'extrait hydrosoluble est précipité par 200 ml de solution 

de bromure de cetyl trimethylarnmonium (CTAB), ou cetavlon, 

2 % (Scott, 1960, Craigie et Leigh, 19781. Le cetavlon est 

un se1 d'ammonium quaternaire qui précipite sélectivement 

1 es po 1 ymères an ion i ques. Tou tes 1 es ana 1 yses sur 1 es 

extrait de carraghenanes précipités par cette technique 

(Greer et Yaphe, 1984~, Bellion et a1.,1983> ont montre que 



parmi les polysaccharides contenus d a n s  l'extrait 

hydrosoluble des differents carraghenophytes étudiés, seul 

, le carraghenane était précipité par le CTAB). -. 

L'élimination du cetavlon en excès et de celui coprécipité 

avec le carraghenane se fait de la façon suivante: 

Le cetavlon est eliminé par deux lavages A l'eau distillée, 

puis par sept lavages par une solution d'acetate de sodium 

saturé dans de l'éthanol 95 %. L'acétate de sodium est 

ensuite éliminé par 2 lavages par de l'éthanol 95 %. Le 

précipité est ensuite seché a l'étuve sous vide A 50'. 

C -"extraction a froid" avec brovase et action des solvants 

ornaniaues 

Les algues sont soumises aux mêmes traitements que lors de 

l'extraction A 90°C, si ce n'est que l'extraction s'effectue 

en immergeant sous agitation la poudre aprés broyage pendant 

24 h dans une solution NaCl 0,05 M A 22'. Cette extraction 

constitue la proçédure standard désignée par "extract ion A 

froid". 

D -"extraction froid" avec brovaae mais sans action des 

solvants oraaniaues 

Les algues sont soumises aux M m e s  traitements que dans la 

procédure standard "extraction a froid", si ce n'est que 

l'étape traitement par les solvants organiques est supprimée 

et que l'extraction est effectuée a 4'. 



g It e et t i 

solvants oraaniaueg 

Les algues sont soumises aux memes traitements que dans la 

procédure standard d' "extraction froid", si ce n'est que 

les étapes broyage et traitement par les solvants organiques 

sont supprimées et que l'extraction s'effectue a 4'. 

A - fractionnement par gelification en presence d'ions K+: 

Les carraghenanes ont la propriété de former des gels en 

présence de certains cations. Parmi ces derniers le 

potassium présente la particularité d'augmenter très 

fortement le pouvoir gelifiant des solutions de kappa 

carraghenanes, alors qu'i 1 n'a que peu d'influence sur celui 

d'autres types de carraghenanes. En présence d'ions 

potassium, le kappa carraghenane gelifie et peut donc 

facilement etre séparé des autres types de carraghenanes. 

A une solution de 1 % de caraghenane de Rissoella A 9 0 ° C ,  on 

l ajoute de l'acétate de potassium jusqu'a une concentration 

de 0.25 M et du chlorure de potassium jusqu'a une 

concentration de O,05 M. La concentration totale en ion 

potassium étant de 0.3 M, on laisse refroidir la solution 

pendant 30 minutes avant de centrifuger A 29000 g. Le gel 

obtenu est ensuite solubilisé par une solution de NaCl 0,s 

M, puis dialysé. La fraction non gélifiante est dialysée 

directement. Les deux fractions sont ensuite filtrées sur 

filtre 0 , 4  rnicrometre, puis lyophilisées. 



L'emploi de l'acétate de potassium comme source principale 

d'ion potassium se justifie par le fait que celui-ci est 

particuliérement soluble dans l'éthanol ce q ~ i  facilite son 

elimination ulterieure, dans le cas ori la dialyse serait 

insuffisante. Le fait d'ajouter de petites quantités de 

chlorure de potassium permet de mieux suivre la progression 

de la dialyse par détection de l'ion Cl' dans les eaux de 

dialyse a l'aide du nitrate d'argent. 

B - fractionnement par chromatographie d'échange d'ions 

Cette technique permet de séparer des polyméres en fonction 

de leurs charges. 100 mg de carraghenane sont dissous dans 

15 ml de H20. On verse la solution obtenue dans 10 ml de gel 

D.E.A.E. A-25 contenu dans un entonnoir muni d'un verre 

fritté maintenu A 50'C (par une lampe électrique). L'élution 

se fait séquentiel lement par l'eau et par des solutions de 

NaCl de concentrations croissantes, successivement égales a 

0,5 M; 1 M; 2 M; 3 M. Lorsqu'un volume égal 4 fois le 

volume du gel a été versé sur ce dernier contenant le 

carraghenane et que aucun sucre n'a été détecté dans les 

fractions récoltées, on estime que tous les polymères 

susceptibles d'etre élués par cet éluant l'ont été et l'on 

verse un éluant de force ionique supérieure. 

Les fractions contenant des sucres, correspondant chaque 

type d'éluant, sont réunies, dialysées, filtrées sur 

membrane 0.4 micromètes et lyophilisées. 



C - fractionnement par chromatographie sur gel sephacryl 

S-400 

Cette technique permet de séparer des pol ymeres en fonction 

de leurs masses moléculaires. 

Entre 1 et 7 ml de solution de carraghenane h 1% sont 

déposés au sommet d'une colonne remplie de 235 ml de gel 

S-400. Une solution tampon phosphate de Na 0,005 M, pH 7 + 

0.2 M LiCl est utilisé comme eluant, le gel 5-400 étant 

équilibré par cette méme solution. La concentration en 

sucres recuei 1 1 is dans chaque fraction est mesurée par 1 a 

m4thode au phénol-sulfurique (voir méthodes 

calorimétriques). On obtient ainsi la courbe d'élution du 

polymère. Certaines fractions sont ensuite réunies, 

dialysées, filtrées sur membrane 0,4 micromètre et 

1 yophi 1 isées. 

La col onne de gel S400 est étal onnée par passage de 2 mg de 

dextran 200 000 - 300 000 dissous dans 2 ml d'éluant. 

D - modification alcaline 
Nous avons utilisé la méthode décrite par Craigie (Craigie 

et Leigh, 1978). 700 mg de carraghenane sont diss.ous dans 

140 ml .de H20; on ajoute 140 mg de NaBH4, on laisse agir 4 

heures, puis on ajoute h la solution 420 mg de NaBH4 + 70 mg 

de solution 3 M NaOH. On laisse agir 3 heures A 80bC. La 

solution est ensuite dialysCe, filtrée sur membrane 0.4 

microns et lyophilisée. 



E - hydrolyse des kappa carraghenanes par la kappa 

carraghenase 

On prépare une sol ut ion de carraghenane h 0.4 % di 1 uée dans 

un tampon phosphate de Na 0.05 M, pH 7.4. On ajoute A cette 

solution 1.85 % (vol/vol) de solution de kappa carraghenase 

h 0,1 % dissoute dans une solution de NaCl 2 M. On effectue 

l'hydrolyse pendant 12 h h 30'. Le résul tat de cette 

hydrolyse est évalué qualitativement par chromatographie sur 

couche mince ou quantitativement par la mesure des sucres 

réducteurs. 

J V  - OBTENTION DE PAROIS ISOLEES 

l Les differents traitements auquels on soumet les cellules de 

Ri ssoe l l a ont pour but de séparer 1 es ce 1 1 u 1 es 1 es unes des 

autres, de les faire éclater et de so1ubiliser tous les 

eléments cellulaires h l'exception de la paroi. 

En réalité, partir du moment où les cellules ont eclaté, 

i l  est très probable qu'une partie des éléments de la paroi 

l cellulaire soient solubilisés par cette technique, certains 

l carraghenanes constitutifs de cette paroi étant solubles h 

1 froid. Nous avons choisi de faire agir des agents osmotiques 
î 
l et mécaniques avant de soumettre les cellules h des agents 

I 
I chimiques, afin que les differents éléments cellulaires 



soient le plus dissociés possible au moment de l'action de 

ces derniers agents. 

La premiére phase, correspondant aux traitements mécaniques 

et osmotiques, s'effectue dans l'eau, permettant de 

solubiliser tout ce qui est hydrosoluble et facilement 

accessible. Dans une deuxiCme phase on fait agir les 

solvants organiques permettant de solubiliser certaines 

protéines et lipides jouant un role dans la cohesion 

cellulaire. La raison pour laquelle on ne fait pas agir ces 

solvants organiques plus tdt est que ceux-ci insolubi l isent 

irréversiblement les phycoérythrines, dont i l  est difficile 

de se débarasser par la suite. 

- protocole utilisé 
La proçédure d'obtention de parois isol ées s'effectue dans 

sa totalité h 4 ' C .  Aprés chaque étape du traitement les 

débris d'algues sont centrifuges et le surnageant contenant 

la fraction solubilisée est isole pour analyse. Les 

differentes Ctapes sont les suivantes: 

broyage: les algues séches sont broyées dans un broyeur h 

bille jusqu'h l'obtention d'une poudre trPs fine. 

extraction A froid: 4 g d'algue broyee (poids sec) sont 

immergées 12 h sous agitation dans une solution de NaCl 0,25 

M. Les algues sont ensuite centrifugées et le surnageant 

constitue " l'extractible A froid". Il faut remarquer que 

cet extrait A froid a CtC obtenu par une proçedure qui 

differe de celle décrite dans la méthode standard 
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d'extraction à froid par la suppression de l'étape 

"traitement par les solvants organiques" (voir "extraction", 

paragraphe B> . 

- choc osmotique 
On utilise pour cela une solution de NaC1 3 M que l'on 

laisse agir 12 h. 

- homogénéisation et presse de French 
Les a 1 gues sont homogéneé i sées par passage dans un 

homogénéiseur et soumise 2 fois à l'action d'une presse de 

French a 2000 Psi. Elles sont ensuite soumises pendant 24 

heures h l'action de l'eau disti116e, afin de créer un 

nouveau choc osmotique et de solubiliser les polyméres 

rendus accessibles aprés action de la presse de French. 

- action du Triton X 100 
Les algues sont mises h macerer sous agitation pendant 14 

heures dans une solution de Triton Xi00 à 0.1 %. Cet agent 

solubilise les lipides. Les algues sont ensuite immergées 

dans de l'eau afin de récuperer par centrifugation les 

polymères hydrosolubles, rendus ainsi accessibles. Un tel 

trai tement s'est montré efficace sur 1 es parois de diverses 

algues brunes. (Mabeau S., 1985) 

- action des solvants organiques 
Les composes organoso 1 ub 1 es sont so 1 ub i 1 i sés par ac t i on 

successive de l'ethanol absolu bouillant, de l'acétone puis 

h nouveau de l'éthanol absolu bouillant. 



V - METHODES ANALYTIQUES 

La mbthode de Dubois et Gilles (Dubois et al., 1956) 

modifiée Craigie (Craigie et Leigh, 1978) pour microdosages 

est utilisée. 

rbact ifs: 

H2SOq concentré 

solution de phCnol 5 % 

gamme étalon: 

On prepare la gamme etalon de galactose suivante: 20 ; 

50 ; 70 ; 100 microgrmes .ml'l 

reaction calorimétrique: 

0,2 ml de solution de carraghenane ne contenant pas plus de 

20 microgrme de carraghenane + 0,2 ml de solution de 

phenol A 5 % sont versés dans un tube A hémolyse; on agi te, 

on verse violemment sur ce melange 1 ml de HsS04 concentré. 

On agite de nouveau. La lecture est effectuée a 487 nm au 

plus t6t 15 mn et au plus tard 30 mn aprés le début de la 

réct ion. 



- dosaue du 3.6 anhvdroaal actose ~ a r  la méthode au 

yésorcinol 

Le pourcentage en 3,6 anhydrogalactose est mesuré par la 

méthode au résorcinol modifiée par Yaphe (Yaphe et 

Arsenault, 1965). 

Le fructose est ut i l isé comme &chant i l l on de référence. On 

admet que la réponse colorimetrique du 3,6 anhydrogalactose 

dans ce test est égale 92 % de celle obtenue A partir du 

fructose. 

réactifs: 

a >  solution stock 

- solution stock de fructose : 27 mg de fructose dans 50 ml 

de H20 (= 3 micromolee/ml-l) 

-solution stock de 1,1 diéthoxyéthane (acétal > :  0,822 g 

d'acétal (environ Iml) dans 100 ml de H20 <69,6 

micr~moles/ml'~ > 

-solution stock de résorcinol: 150 mg de résorcinol dans 100 

ml de H20. Cette solution conservée dans une bouteille 

teintée est stable une semaine. 

b) réactifs prets à l'emploi 

- fructose: on prépare à partir de la solution stock la 

gamme de concentrat ions suivantes 0,05 micromole/m1, 0,1 

micromole/ml-l et 0,15 micr~mole/ml'~ 

- acétal : dilution de la solution stock 25 fois (=  2,78 

micromol es/rnl'l) 



l - réactif au résorcinol : on ajout 100 ml de HCI concentré 
9 ml de solution stock de résorcinol; on ajoute h ce mdlange 

1 ml de solution d'acetal. Ce r6actif est stable 3 heures. 

1 1  Réaction colorée : 2 ml de solution A doser, ne contenant 

pas plus de 0.25 micromole de 3,6 anhydrogalactose ou de 

fructose sont versés Gans un tube essai que l'on place 

dans un bac h glace. On ajoute h cette solution 10 ml de 

réactif au resorcinol. On agite vigoureusement et on laisse 

refroidir pendant un temps compris entre 3 min et 30 min. Le 

tube est plaçé au bain marie h 20' pendant 4 min, puis h 80' 

pendant 10 min. On met ensuite le tube dans de la glace 

pendant 1,5 min. L'absorption est mesurée au 

spectrophotométre h 555 nm, au plus tard 15 min aprés la fin 

1 de la réaction. II est necessaire d'opérer en lumiére 

- saae des sulfates ~ a r  t . . urbidimetrie 

Une methode basee sur la précipitation des sulfates par le 

BaC12 aprés hydrolyse est utilisée (Craigie et Leigh, 19781. 

Les quantités precipitées sont évaluées par turbidimetrie h 

1 'aide d'un spectrophotomètre. 

Une modification de cette méthode pour 1 e dosage de 

quantités de S04 inferieures au mg a été mise au point par 

nous meme. La teneur en S04 est mesurée par rapport A celles 

des sucres totaux, ce qui permet d'éviter d'avoir h peser 

des quantités trés faibles de ce polymere. 



Réactifs: 

Solution de Bac12 - gelatine: 
On dissout 0.6 g de gelatine (Difco Bacto gelatin) dans 200 

ml d'eau h chaud (60-70'). On laisse reposer une nuit au 

réfrigerateur. Apres avoir porté cette solution h 

temperature ambiante, on y ajoutee 2 g de BaC12 , 2 HsO et 

on agite jusqu'h dissolution complète.Ce reactif est stable 

plusieurs semaines au réfrigerateur, h condition de le 

laisser h temperature ambiante 2 heures avant emploi. 

Verrerie: toute la verrerie doit etre rinçée A l'acide 

nitrique. 

Gamme étalon: 

On prCpare partir de K2S04 les solutions (eau ultrapure, 

qualité UHQ) de concentrations suivantes: 3, 6, 9, 12, 15, 

et 30 mi~ro~rarnrnes/ml-~. 

Méthode: 

On pèse environ 900 microgrammes de carraghenane que l'on 

dissout dans 6 ml d'eau UHQ. On prélève 0.9 ml pour le 

dosage des. sucres totaux. Les 5,1 ml restant sont 

lyophilist5s. 

Hydrolyse: On hydrolyse la poudre lyophi 1 isée par 0,5 ml de 

HCI 2N h 100" pendant 2 heures. 
1 

1 On Cvapore l'acide h 40' dans un Cvaporateur rotatif. On 

reprend le résidu sec par 5,1 ml d'eau UHQ. 

Réaction turbidimétrique: On effectue la réaction en triple. 



1,7 ml de solution de carraghenane hydrolysé ou de solution 

de sulfate étalon sont plaçe dans un tube 21 essai. On y 

ajoute 0,2 ml de HCI 0.5 N et 0,l ml de solution de Bac1 

-gelatint?. On agite et on effectue la lecture au 

spectrophotométre h 550 nm, aprés avoir laissé reposer 30 

minutes au moins la solution dans laquelle se développe un 

1 éger trouble. 

- osaae des sucres réducteurs par 1 a methode de Somoav i 

(Nelson. 19441 

réactifs: 

Aa CuS04 15 % 

Ab 25 g Na2C03anhydre 

20 g bicarbonate de Na 

25 g tartrate double de Na et K 

Qsp 1 1 de H20 

solution A (h  conserver au maximum 24 h): 

1 vol Aa + 25 vol Ab = solution A 

solution B: 

25 g de molybdate de NHq pulverise dans 450 mi de H20 

+ 25 ml de H2S04 concentre 

+ 25 ml d'arséniate de Na h 12 % 

h conserver A l'abri de la lumière 

Dosage : 

1 ml d'Cchantillon A doser 



+ lm1 de solution A 

plaçer 20 mn au bain marie bouillant, refroidir 

+ 1 ml de solution B 

+ 10 ml de H20 

lecture au spectrophotométre h 500 nm ou 660 nm 

gamme étalon de galactose de O h 200 mi~rograrnmes/ml'~ 

- thodes mectrosco~iaues 

- spectroscopie infra-rouge 
10 mg de carraghenane sont déposés sur un disque de 

polyéthyléne de 2.5 cm de diamétre. On verse sur le 

carraghenane quelques gouttes d'eau pour obtenir une 

solution pateuse que l'on rend homogéne avec une spatule. La 

solution est séchée sous une lampe électrique jusqu'h 

l'obtention d'un film que l'on place dans la fenêtre d'un 

spectrophotométre IR 

- spectroscopie RMN du 

Les spectres RMN du 13c d~couplés du proton ont éte 

enregistrés sur un spectrorhétre AM 400 (100.62 M H z )  à l'aide 

d'une sonde mixte 1 ~ / 1 3 ~  de 5 mm, dont la temperature a été 

réglée à 80" pour les polysaccharides et h 30" pour les 

oligosaccharides. Les déplacements chimiques sont exprimes 

par rapport A un témoin interne (DMSO) delta = 39.6 ppm (TMS 

externe). 



Certains spectres ont été obtenus en utilisant une séquence 

DEPT (distortionless enhancement by the polarization 

transfer pulse technique). Cette technique permet de 

distinguer les signaux provenant des carbones portant une 

fonction alcool primaire de ceux provenant des carbones des 

fonctions alcools secondaires. 

- chromatographie en phase gazeuse par la méthode des 

acétates d'aldi tols 

Les monosaccharides, obtenus par hydrolyse des 

polysaccharides par HC1 2N 100' pendant 2 heures, sont 

identifiés sous forme d'acétates d'alditol (Slonecker, 1972) 

par chromatographie en phase gazeuse (GLC). 

Cette méthode permet d'identifier et de quantifier certains 

sucres constitutifs d'un polymères après hydrolyse. El le a 

pour inconvénient de détruire le 3,6 anhydrogalactose et 

d'hydrolyser les groupements sulfates. Dans de telles 

conditions, cette méthode ne permet pas d'obtenir des 

informat ions sur 1 a structure d'un carraghenane, mais 

d'évaluer quantitativement certains sucres faisant partie de 

polyméres coexistant avec le carraghenane. 



TROISIEME PARTIE 
ISOLEMENT ET DESCRIPTION DES CARRAGHENANES 

EXTRAITS DE R . VERRUCULOSA 



TROISIEME PARTIE - 
CARRAWUUNES EXTRA 1 TS DE RI S S O E ~ A  V ~ U C U  j . 0~4  

1 - Identification des ~rinci~aux carraahenanes. mise 

en tvidence d'un nouveau t v ~ e  de çarraahenane 

A - Introduction 

La seule étude du phycocolloïde de R. verruculosa qui figure 

dans la littérature fait état d'une teneur $levCe en 

carraghenane (50%) par rapport au poids sec de 1 'algue. Un 

spectre RMN de ce polymére permet aux auteurs d'identifier 

des carraghenanes de type beta et kappa, respect i vement 

majoritaires et minoritaires (Combaut et al., 1985). 

En analysant les signaux RMN qui sont attribués au beta 

carraghenane, i l  apparaft que l'identification proposée 

n'est pas satisfaisante. En effet, le raisonnement qui a 

permis l'interprétation du spectre RMN ne porte que sur les 

carbones anomeriques, or i 1 se trouve que les attributions 

des autres carbones permettent d'exclure la conclusion 

proposée par ces auteurs. La seule expl ication est que les 

signaux observes ont pour origine une structure di f ferente 

du beta carraghenane. Les slgnaux de certains carbones de 

cette structure se superposeraient A ceux du beta 

carraghenane, ce qui est A l'origine de l'erreur 

d'identification. 



Le spectre IR, publié également par Combaut, est trés proche 

de celui d'un kappa carraghenane, et assez éloigné de celui 

d'une structure beta. 

Lorsque nous avons entrepris l'étude du carraghenane de 

Rissoella, l'hétérogenéité du polymére nous était déja 

apparue lors de son fractionnement par le KCl 0,3 M. 

L'existence d'une fraction, relativement importante (8 - 27 
% ) ,  soluble dans le KCl 0,3 M , avait été 21 l'origine de 

notre interet pour cette espéce (Mollion et al ., 1985>, car 

elle est généralement considérée comme indicatrice de la 

présence de carraghenanes précurseurs. Au cours de l'étude 

des principaux carraghenanes de Pissoellg, notre souci 

principal a été d'obtenir, dans un premier temps, une 

séparation de ces molécules sans modification de leur état 

initial. La technique de fractionnement par le KCl a donc 

été ut i 1 isée comme approche pré1 iminaire pour mettre en 

évidence une hétérogénéité. Dans un deuxième temps, d'autres 

types de fractionnements, ont été choisis dans le but 

d'enrichir l'extrait en une structure dont on soupçonnait 

l'existence. 

Nous avons utilisé pour cette étude les échantillons 

R38 et R9, récoltés dans la nature (tableau 21, 

l'échantillon R42 provenant de la culture de l'échantillon 



Tableau 5 

Fractionnement du carraghenane de l'échantillon 
R42 de J?. verruculosg 

K I  a l c  F1 sol . 

K 1  sol . -> K1 a l c  
G.3, /' 
KC 1 

O .3H 
KC 1 Extrait ,, /" (11.3 H NaOH 

"b 
E::l al c F: insal . 

to ta l  

L 
KZ insol . ,-> #Z al c 



R38, et l'échantillon R21 provenant de la culture de 

i'tchantillon R20 (non étudié ici). 

1 - pré~aration des échantillong 
Les dchant i l Ions de carraghenane R38, R9, R42, et R21 ont 

été obtenus par une extract ion dans 1 'eau A 90' et par une 

précipitation par le CTAB des échantillons de Eissoella 

correspondants. 

3 - ~ornPosition et identification des c a r r w a n e g  . , . . 

Les méthodes utilisées sont cormunes a l'ensemble du travail 

et ont été décrites dans la 2ème partie ilmatériel et 

méthode" : 

teneur en sucres totaux (méthode au phénol sulfurique), 

teneur en 3,6 anhydrogalactose (méthode au résorcinol), 

teneur en S04 (méthode turbidimétrique), 

spectroscopie RMN du13c, 

spectroscopie IR. 

2 - f ract i onnements des c w e n a n e g  

- 
- * sras* 

~ - ~ p ~ & ! w m d t t i - C B U - ~ ~ c * L I - ~ - +  

ch lç&)i.ani.tlllan R42 prbssntr) dans 1s tableau 5 .  

-, 4 A 

I 



TABLEAU 6 

Teneur en carraghenane des tchanti 1 ions de 

R. verruculpga et rtsui tats du fractionnement 

Echant i I l  ons 

% carraghenane total 59,9 62,1 56,4 58,2 52,8 

% K1 alc FIC 55,9 28,8 - - - 

% Kl alc ~2~ 34,8 46,6 - - - 

a exprimé par rapport au carraghenane total 

rendement de la modification alcaline 

exprifrd par rapport h la fraction alcali modifiee 



TABLEAU 7 

Analyse des fractions de carraghenanes obtenues 

a partir de I'i!chantillon R42 

diffCrentesfractions %sucres % 3 , 6 ~ ~ ~  %Sola G a l : 3 , 6 A G : ~ ~ ~  

du carraghenane de R42 totauxa 

Ki alc 71,8 29,7 16,1 1 : 0,78: 0,72 

K2 alc 64,2 27,7 14,8 1 : 0,84 : 0,76 

K1 alc Fi 71,7 27,3 16,9 1 : 0,68 : 0,72 

Ki alc F2 834 43,O 14,s 1 : 1,20 : 0,68 

apar rapport au poids de 1 a f ract ion 

rapport molaire; la quantltC de galactose a 6tC calculCe par ditference entre la 

quantite de sucres totaux et celle du 3,6 anhydrogalactose 



- ésultats et discussion 

- traction et fractionnement 

Le tableau 6 montre les teneurs en carraghenane de chaque 

échantillon et les résultats du fractionnement. L'analyse 

des principaux const i tuants de chaque fraction f igure dans 

le tableau 7. 

La teneur en carraghenane est assez semblable dans les 3 

échantillons et représente une valeur assez élevee par 

rapport ce1 les obtenues partir des autres 

carraghenophytes étudi 6s. 

Une augmen tat ion du rapport 3,6 anhydroga l actose/S04, aprés 

traitement alcal in a étb décrite dans la 1 ittérature comme 

révélatrice de la présence d'unit& liées en 4 et sulfatées 

en C6, elles-memes précurseurs du 3,6 anhydrogalactose. 

Ce rapport 3,6 anhydrogalactose/SOq dans la fraction KSalc, 

obtenue par traitement alcalin de la fraction K2, n'augmente 

pas. 

Ce mCme rapport augmente légérernent (de 0,9 h 1,08> dans la 

fraction Kialc, obtenue après traitement alcalin de la 

fraction KI. L'augmentation de ce rapport est uniquement due 

a l'augmentation du 3,6 anhydrogalactose, sans diminution 

simultanée de la teneur en Sa4, qui devrait se produire lors 

de 1 a transformation d'un precurseur C6 



sulfaté. Une autre explication doit ttre trouvée pour 

éclaircir ce phenornéne. 

La possibilit6, aprés traitement alcalin, de séparer de la 

fraction KI, soluble dans le KC1 0,3 M, une fraction 

KlalcF2, insoluble dans le KCl 0,3 M, montre que ce 

traitement a dO provoquer une modification dans cette partie 

du polymére. Cette insolubilisation de la fraction KialcF2 

s'accompagne d'une forte augmentation de la teneur en 3,6 

anhydrogalactose (de 25,2 h 43,O % >  alors que la teneur en 

SOq reste presque inchangée. 

L'augmentation de la teneur en 3,6 anhydrogalactose ne 

résultant pas d'une transformation d'un précurseur 

6-sulfaté, i l  faut admettre que le traitement alcalin 

provoque un effet autre que la "modification alcaline" telle 

qu'elle a été décrite dans la littérature (Wong et Craigie, 

1978). 

La présence de protéines liées aux carraghenanes a récemment 

été mise en évidence <King et Lauterbach, 1987). Ces auteurs 

ont montré que les liaisons entre les protéines et les 

carraghenanes pouvaient ëtre hydrolysées par action d'une 

base. Une telle perte de protéines devrait se traduire par 

une modification de la teneur en certains constituants 

caracteristiques du carraghenane, ce qui pourrait expliquer 

les variations observées. Dans l'hypothèse où ces protéines 

serviraient de lien entre plusieurs types de carraghenanes, 

leur hydrolyse, après traitement alcalin, expliquerait la 

possibilité de séparer 2 nouvelles fractions par action de 



KC1 0,3 M. La véritable portée de ce traitement alcalin 

permettant de séparer ces fractions sera réexaminée dans la 

discussion générale. 

nalyse Dar RMN rfui3c du carraahenane ries di fierentes 

fractions 

Le spectre RMN de la fraction R42KlalcFi (soluble dans le 

KCI) présente 12 pics (Figure 3) suggèrant que cette 

fraction est constituée d'uni tés répét i t i ves d'un 

disaccharide. La figure 4 représente la structure de cette 

unité répétitive, que nous avons déduite du spectre RMN. Une 

telle structure, que l'on peut définir comme formée d'une 

répétition d'unité 3,6 anhydro-alpha-D-galactose alternant 

avec une unité beta-D-galactose 6-sulfate, constitue un 

nouveau type de carraghenane, que nous avons appel 1 é omega 

carraghenane (Mollion et al., 1986). Les valeurs des 

déplacements chimiques du spectre RMN du 13c de cette 

structure sont identiques h ceux du beta carraghenane (Greer 

et Yaphe, 1984") h l'exception des carbones C6, CS, C4 de 

l'unité galactose et du C4 de I'unitb 3.6 anhydrogalactose. 

Le signal du C6 du galactose montre un déplacement de 5,9 

ppm vers les bas champs, indiquant une sulfatat ion en C6 de 

cette unité (Lahaye et Yaphe, 1985). Les effets observés sur 

les autres carbones (Delta delta = - 2,4 ppm et Delta delta 
= - 0,s ppm respectivement pour les C5 et C4 de l'unit6 



Figure 3 - Spectre RMN du I3c de la fraction R42 K1 alc FI du 

carraghenane de R. --------------~ verruculosa G' et A' se rapportent respectivement 

aux unités galactose et 3,6 anhydrogalactose de l'unité répétitive 

du omega carraghenane 



Figure 4- Structure proposée pour l'unité répétitive isolée dans 

la fraction R42 K I  alc F1,désignée sous le nom de omega carraghenane. 



galactose; Delta delta = + 0,7 pprn pour le C4 de l'unité 3,6 

anhydrogalactose) confirment la substituti~n proposee. 

L'utilisation de séquences DEPT, qui modulent les intensité 

des signaux de 13c en fonction du nombre de protons portes 

par ses carbones, permet d'identifier sans ambiguités les 

signaux provenant des carbones méthyl éniques (C6). Dans 1 a 

séquence choisie, les carbones méthyléniques donnent des 

intensités négatives. L'utilisation de cette technique 

permet de confirmer (figure 5) que les deplacements 

chimiques 6 7 , 3  et 69,s ppm correspondent bien 

respectivement aux C6 des unités galactose et 3,6 

anhydrogalactose. 

Le spectre de la fraction insoluble dans le KCl, R42K2 

(figure 6 > ,  contient les 12 pics qui ont été attribués A la 

structure décrite pour la fraction R42KialcF1, et des autres 

pics dont les assignements correspondent aux signaux obtenus 

partir du kappa carraghenane (Rochas et al . , 1980). Deux 
signaux d'intensité trés faible, l'un A 75,3 ppm et l'autre 

A 66,5 ppm n'ont pu etre identifiés qu'après obtention de 

c e s  mCmes signaux d a n s  une fraction isolée par 

chromatographie échangeuse d/ ion. L' Ctude du spectre RMN de 

cette dernière fraction (paragraphe "fractionnement 

D.E.A.E." de cette 3éme partie) a montré que ces signaux 

correspondent respectivement au CS et au C4 de l'unité 

ga 1 actose du beta carraghenane . 



Les spectres RMN du 13c des fractions R42K2aIc, R42KlalcF2, 

R38K2, R38 KlalcF2 et R9K2alc sont identiques h ceux obtenus 

pour la fraction R42K2. Ces fractions peuvent donc etre 

considérées comme constituées d'un mélange de kappa et de 

omega carraghenane, avec des traces de beta. Les spectres 

des fractions R42KlalcF2 et R38KlalcF2 sont décrits de 

manière plus détail Ide dans la quatriéme partie de cette 

&tude. 

- A n 1  e a r s~ectrosco~ie IR des diffgrentes fractions 3 a Y S  D 

Les signaux inf ra-rouges caractéristiques des di f f érents 

subst i tuants de la molécule de carraghenane ont ét6 décri ts 

dans la première partie de cette étude. 

Le spectre IR de la fraction R42K2 est assez proche de celui 

que 1 'on obtient généralement A partir d'un kappa 

carraghenane, caractérisé par un pic A 845 cm'l, avec 

cependant une petite inflexion supplémentaire dans la zone 

des 810-820 cm-l, caracterist ique d'un groupement su1 fate 

estérifiant un alcool primaire (figure 7). 

On observe égal ement un pic A 930 cm-l, assez important, 

indiquant la présence de 3.6 anhydrogalactose. ainsi qu'un 

pic moins accentue A 895 cm-l, que nous commenterons plus 

loin. 
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Figure  5 - Spect re  RMN du I3c en séquence DEPT de l a  f r a c t i o n  
R42 KI a l c  FI du carraghenane d e  R .  ve r rucu losa  G '  e t  A '  s e  
rapportent  respectivement aux u n i t é s  g a l a c t o s e  e t  3 , 6  anhydro- 
ga lac tose  d e  l ' u n i t é  r é p é t i t i v e  de omepa carraphenane 



1 .1- ' 
P.?. M. 100 90 80 70 6 0 

Figure 6- Spectre LN du I3c de la fraction R42 K2 du carraghenane 
de R. verruculosa;les symboles suivants se rapportent respectivement 

aux unités répétitives galactose et 3,6 anhydrogalactose du omega (A1,G') 

et kappa (A" ,Gu) carraghenâne . 



On peut mesurer l'intensité d'un meme signal IR dans les 

spectres des fractions K1 et K2. 

On peut comparer des signaux dans les fractions K1 et K2 en 

estimant leur intensité par rapport h celle du signal 

correspondant au 3,6 anhydrogalactose. Les fractions K1 et 

K 2  ont une teneur en 3,6 anhydrogalactose sensiblement 

identique. On peut ainsi comparer deux pics tout en 

s'affranchissant des di f férences d'absorbt ion dues aux 

variations d'épaisseur du film IR. 

Le spectre IR de la fraction R42 KI (figure 8) différe de 

celui de la fraction K2 par une réduction importante du pic 

A 845 cm-l, qui n'est plus qu'un épaulement et par une forte 

augmentation du pic A 815 cm'l. 

Le spectre IR de la fraction R42 KI est tout h fait conforme 

avec ce que l'on peut attendre d'une structure telle que 

ce1 1 e révél ée par 1 e spectre RMN, const i tuée par du omega 

carraghenane (pic h 815 crn'l), légèrement contaminé par du 

kappa. Le pic A 895 cm'' présente une intensité sensiblement 

égale dans les spectres des fractions KI et K2. Nous verrons 

par la suite que ce pic révèle la présence de beta 

carraghenane. 

Le spectre IR de la fraction R42 K2 révèle des pics 

caractéristiques de omega, beta et kappa carraghenane. Ce 

résul tat indique une composition ident ique A ce1 le dédui te 

du spectre RMN de la fraction R42 K2, mais differe de celle 

ci en ce qui concerne les pourcentages des différentes 



Figure 7- Spectre IR de la fraction R42 K2 du carraghenane 

de R. verruculosa. 



Figure  8 - Spect re  I R  d e  l a  f r a c t i o n  R42  K I  du carraghenane 

de  R .  ve r rucu losa  -------------- 



structures. Ces pourcentages sont déduits des intensités 

relatives des differents pics correspondant h ces 

structures. Le spectre IR présente un pic h 845 cm'l, 

révélateur de structure kappa, beaucoup pl us important que 

le pic 8 815 cm'l attribué au omega carraghenane. 

L'intensité relative des signa'ux RMN correspondant 8 ces 2 

structures indiquait, dans la fraction R42 K2 un omega 

nettement majoritaire par rapport au kappa . 
L'abondance relative du omega carraghenane par rapport au 

kappa ayant été confirmée par des mesures gravimétriques 

après hydrolyse de ce dernier par la kappa carraghenase, 

l'intensité des pics IR correspondant ne reflète pas du tout 

le pourcentage réel des deux polymères. 

Un carraghenane de type nouveau que nous avons nommé omega 

carraghenane (figure 4 )  a été mis en évidence chez 

verrucul osa. Le carraghenane de cette espèce est constitué A 

la fois des types omega et kappa ainsi que des traces de 

beta <mis en évidence plus loin), et non des types kappa et 

beta (neocarrabiose non sulphaté) comme décr i t précédemment 

(Cornbaut et al., 1985). 

Un spectre semblable A celui représentC dans la figure 6 a 

été obtenu A partir du carraghenane de Phvl lo~hora nervosa 

(De Cand.) Grev. (Yarotsky et al., 1978). Les signaux 

contenus dans ce spectre ont été attribués a un carraghenane 



hybride contenant la fois la structure kappa et celle de 

l'unit6 repetitive du disaccharide proposé dans la figure 4. 

Usov, bien que n'ayant pas isolé cette structure (Yarotsky 

et al., 1978) a mis en evidence son existence par analyse 

des produits de méthylation du melange des deux polyméres 

(Usov et Arkhipova, 1981). Cet auteur a mentionné cette 

molécule comme 6tant "un représentant inhabituel d'un 

carraghenane de type kappa". 

Le carraghenane que nous avons isolé dans l'extrait de B, 

verrucu 1 O ~ L Q  ne contient pas l'unité beta-D-galactose 

4-sulfate, et ne fait donc pas partie de la famille des 

kappa carraghenanes (McCandless et Craigie, 1979). 

Aucune famille de carraghenane, d'après la classification 

basée sur la nature de l'unit6 beta, ne contient celle-ci 

sous forme de beta D-galactose 6-sulfate. Le omega 

carraghenane constitue donc, A lui seul, une nouvelle 

famille de carraghenane (Mol 1 ion et a1 .,1988; et Mol 1 ion et 

al., sous presse). La figure 1 C l è r e  part le) represente les 

di£ ferentes fami 1 les de carraghenanes aprés y avoir inclus 

le omega carraghenane. 

La f ract ion contenant un carraghenane mixte omega-kappa a 

un pouvoir gélifiant plus élevé que celle dans laquelle nous 

n'avons mis en évidence que du omega carraghenane. Le faible 

pouvoir gélifiant de certaines fractions omega a permis 

d'isoler ce polymère dans la fraction soluble dans le KCI: 

KlalcF1. L' isolement de cette fraction n'a été possible 



qu'aprés sa separation de la fraction KlalcF2, contenant le 

mélange kappa-omega, rendue insoluble par traitement 

alcalin. Le mode d'action exact de ce traitement alcalin 

reste h déterminer, et semble différent de celui qui a 

souvent été invoqué dans la 1 i ttérature pour exp1 iquer la 

formation du 3,6 anhydrogalactose A partir de son 

précurseur. La raison exacte de la plus grande solubilité du 

omega carraghenane par rapport au mélange kappa-omega n'est 

pas connue. L'effet d'une sulfatation en C6 sur les 

propriétés rhéologiques des carraghenanes reste à étudier. 

II - Recherche des urécutseurs éventuels de ces 

carraahenanes, mise en évidence d'un beta carrauhenane 

A - Introduction 

La classification des carraghenanes en différentes famil les, 

basée sur la structure de l'unité beta, a ét& créée surtout 

pour rendre compte des liens biosynthétiques rassemblant les 

carraghenanes d'une méme f ami 1 1 e. Comme nous 1 'avons vu, le 

ornega et 1 e kappa carraghenanes, rencontrés tous deux chez 

R. verruculosa, appartiennent à 2 familles différentes 

(tableau 11. Quelle que soit l'importance que l'on accorde à 

cette classification, i 1 n'en reste pas moins vrai que ces 

deux carraghenanes peuvent difficilement dériver directement 

l'un de l'autre; deux enzymes, une sulfohydrolase et une 



sulfotransférase sont au minimum nécessaire pour la 

transformation du kappa en omega ou inversement. Ceci 

implique que même si une telle transformation existe, 

celle-ci se fait avec passage par un carraghenane 

intermédiaire. Cette structure intermédiaire ne peut être 

qu'un carraghenane non sulfaté, c'est-&-dire une structure 

beta. L'autre al ternative, plus "classique", consiste & 

faire dériver chacun de ces carraghenanes de leur équivalent 

6-sulfaté sur l'unité liée 1-4 (mu carraghenane précurseur 

du kappa). C'est cette derniére hypothése que nous avons 

d'abord voulu vérifier. Notre premier souci a donc &té de 

choisir des méthodes de fractionnement permettant d'obtenir 

des fractions enrichies en ce type de précurseur. La 

sulfatation en 6 de l'unité alpha ayant pour effet 

d'augmenter 1 a sol ubi 1 i té du pol ymére, nous avons cherché & 

mettre A profit cette propriété physique. 

Dans un deuxiéme temps nous avons cherché Ci séparer les 

molécules par des méthodes faisant appel & des propriétés 

physiques autres que la solubilité, afin de repérer, parmi 

les différents types de carraghenanes mis en évidence, ceux 

qui restaient toujours associés. La signification de cette 

impossibilité de dissocier certains types de carraghenanes 

de R. verruculosa est discutée. 

B - Protocole exu6rimentai 



Nous avons utilisé pour cette étude l'échantillon R42 

provenant de la mise en culture de l'échantillon R38 et 

l'&chantiIlon R44 provenant de récolte naturel le (tableau 

2). 

- éuarat i on des échan t i l l ong 

Les échantillons R42CE et R44CE ont &té obtenus par 

"extraction h froid" et précipitation par le CTAB des 

échantillons de j?issoella correspondants. L'échantillon de 

carraghenane R42 a été obtenu par une extraction par l'eau h 

90" et une précipitation par le CTAB de l'échantillon de 

Rissoel la correspondant. 

2 - fractionnement KC1 
Les produits de fractionnement par le KCI du carraghenane de 

1 'échant i l l on R42 ont été obtenus suivant une procédure 

décrite dans le tableau 5. 

3 - fractionnement D.E.A.E. 
Le carraghenane de 1 'échant i l Ion R42 a été soumis A un 

f ract i onnemen t sur CO l onne échangeuse d' i ons < D . E. A. P. A251 

suivant le protocole décrit dans la partie "matériel et 

méthodes" 

4 - techniaues d'identification 
Les techniques suivantes ont et6 décrites dans la partie 

"matériel et méthodes" : 

- spectroscopie RMN du13c 
- hydrolyse enzymatique par la kappa carraghenase 



- précipitation par l'éthanol 

- mesure de la teneur en sucres totaux (phenol sulfurique) 
- dosage de la teneur en S04 <méthode turbidimetrique) 

C - Résultats 

- cheyçbe des c ré curseurs 6 - sulfatés. fractionnement par 

le KCI 

Le spectre RMN du 13c de la fraction R42KialcFl a déjà été 

prCsent& et étudie  au paragraphe precédent. Celui de la 

fraction R42K1 soluble dans le KCI 0,3 M est présenté dans 

la figure 9. Cette fraction, qui constitue 27,3 % du 

carraghenane de Bissoella, contient les polymères les plus 

solubles, et, par conséquent, devrait etre enrichie en 

structures alpha-D-galactose 6-sulfate si celles ci sont 

présentes. 

Le spectre de la fraction R42K1 est presque identique h 

celui correspondant h la fraction R42KlalcF1 (figure 31, qui 

ne contient que des signaux attribués h la structure omega 

carraghenane. En plus de ces signaux, tous présents dans le 

spectre de la fraction R42K1, on observe certains signaux, 

tout juste perceptibles, que l'on peut attribuer h des 

traces de structure kappa. Si une structure, contenant 



Figure 9- Spectre RMN du 13c de la fraction R42 K1 du carraghenane 

de R. verruculosa,G' et A' se rapportent respectivement aux unités 

~alactose et 3,6 anhydrogalactose de l'unité répétitive du omega 

carraghenane . 



l'unité alpha-D-galactose 6-sulfate, était présente dans 

cette fraction, cela se traduirait par des signaux RMN 

situés entre 103 et 105 ppm, correspondant au Cl de cette 

uni té. 

Aucun signal n'ayant eté détecté dans cette gamme de 

dépl acements chir..iques, on peut aâmet tre que les pol yméres 

de cette fraction ne contiennent pas de précurseurs 

alpha-D-galactose 6-sulfate, au moins A une concentration 

supérieure au niveau de détection permis par cette 

technique. 

- echerche des  réc curseurs 6 - sulfatés. anal vse de 

"l'extractible A froid" 

La précipitation par le CTAB de "l'extractible A froid" 

obtenu a partir de l'échantillon R44 permet d'obtenir un 

polymére représentant 18,O % du poids sec de la plante avant 

extract ion. 

Ce polymère peut Ctre fractionné en une fraction soluble 

dans le KC1 0,3 M R44CEK1 (13,9 % >  et en une fraction 

insoluble R44CEK2 (86,l % > .  

Le spectre RMN de la fraction R44CEK1 montre (figure 10) 

qu'elle contient essentiellement du omega carraghenane, avec 

des traces de beta. Cette fraction a été soumise A une 

hydrolyse par 1 a kappa carraghenase. L'absence totale de 

détection de structure kappa par spectroscopie RMN est 



Figure 10- Spectre RNh' du 13c de la fraction extractible à froid R44 CE K I  

du carraghenane de R. verruculosa,les symboles suivants se rapportent 

respectivement aux unités répétitives galactose et 3 ' 6  anhydrogalactose 

du beta (A,G) et 0mega(A7 ,G1) carraghenane. 



Figure i i -  Spectre WIN du I3c de la fraction extractible à froid R44 CE K2 

du carraghenane de R. verruculosa,les symboles suivants se rapportent 

respectivement aux unités répétitives galactose et 3,6 anhydrogalactose 

du omega (A' ,G1) et kappa (A" ,Gu) carraghenane. 
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- 
confirmée par 1' impossibi 1 i tC d'obtenir une hydrolyse de ce 

polymére par la kappa carraghenase. 

Aucun signal n'étant visible entre 103 et 105 ppm (Bellion 

et al., 1981; Greer et Yaphe, 1984a> dans le spectre de la 

fraction R44CEK1, on peut en déduire que celle-ci ne 

contient pas de précurseur alpha-D-galactose 6-sulfate. 

Le spectre RMN de la fraction R44CEK2 (figure 11) montre 

qu'elle contient essentiellement du omega carraghenane et 

des traces de kappa. Il faut toutefois remarquer que ce 

spectre présente un bruit de fond relativement important, 

qui fait que certains signaux d'une structure trés 

minoritaire ont pu 6tre masqués. 

"L'extractible h froid" obtenu à partir de l'échantillon R49 

a également Cté analysé. Celui-ci, obtenu par une 

précipitation, le CTAB représente 17,O % du poids sec de la 

plante avant extraction. Ce polymére fractionné par le KCl 

présente une fraction soluble R49CEK1 (17,O % )  et vne 

fraction insoluble R49CEK2 (82,9 % ) .  Le spectre 13c RMN de 

la fraction R49CEK2 (figure 12) est très semblable h celui 

de la fraction correspondante de R44, R44CEK2, dont i 1 ne 

diffère que par la présence de traces de beta. 

- actionnement D , E . A , E .  - A25 du carrahenane to ta1 

Le carraghenane de l'échantillon R42 a été fractionné sur 

colonne échangeuse d'ions,D.E.A.E.- A25 40". 



Figure 13- Spectre RMN du 13c des differentes fractions d'élution 
obtenues par fractionnement D.E.A.E du carraghenane de l'échantillon 

R42 de R. verruculosa.Les symboles suivants se rapportent respectivement 

aux unités répetitives galactose et 3 , i  anhydrogalâctose du beta (A,G), 

omega (A' , G r )  e t  kappa (A" ,G" )  carraghenene. 



La premiere élution, éffectuée h l'eau, ne contient pas de 
* 

polysaccharide. 

Le tableau 8 montre les quantités de chaque fraction 

obtenues par des élutions succesives 0,s M, 1 M, 2 M, et 3 M 

NaCl. La fraction éluée par 3M NaCl n'a pu être obtenue 

qu'aprés avoir porté h dbullition pendant 3 mn le gel 

D.E.A.E. contenant le polymére. Dans une expérience témoin 

nous avons vér i f ié que, en absence de carraghenane, 1 e gel 

D.E.A.E.- A25 soumis à ce meme traitement ne libérait aucun 

pol ysacchar ide. La rétent ion du carraghenane dans le ge 1 

D.E.A.E.- A25 a une température de 50' et pour une force 

ionique supérieure à NaCl 2 M s'explique sans doute par une 

insolubilisation de celui-ci à de telles concentrations. 

Les spectres RMN du 13c des différentes fractions sont 

représentés dans 1 a figure 13 et 1 eurs teneurs en S04 dans 

le tableau 9. 

Les spectres des fractions 0,5 M et 1 M NaCl présentent les 

12 pics que nous avons attribué h l'unité répétitive de 

omega carraghenane (Mol lion et al., 1986>, ainsi que 

d'autres pics dont les déplacements chimiques ont été 

attribués a une structure beta carraghenane (Greer et Yaphe, 

1984a). 



TABLEAU 8 

Quantité de matériel obtenu dans les différentes fractions 

d'élution de l'échantillon R42 de R. verruculosa 

fraction % du carraghenane 

total avant fractionnement 

48,O 

------ 
rendement 85,s % 



Tableau 9 

Teneur en S04 des différentes fractions D.E.A.E. 

de 1 ' echan t i 1 1 on R42 de P,a 

fraction % SOqa 

apourcentage en poids par rapport aux sucres  totaux 



La comparaison de la hauteur des pics se rapportant aux deux 

structures montre que le beta carraghenane est 

quantitativement plus important que le omega dans la 

fraction 0,5 M, alors que dans la fraction 1 M le rapport 

inverse est observé. 

L'analyse RMN des fractions 2 M et 3 M montre que la 

première contient du omega carraghenane pur (valeurs des 

déplacements chimiques dans la figure 31, et la deuxiéme A 

la fois les structures omega et kappa. Les hydrolyses par la 

kappa carraghenase confirment la présence de structure kappa 

dans la fraction 3M. Des traces d'oligosaccharides ont été 

détectées dans la fraction 2 M apres hydrolyse par la kappa 

carraghenase. Ceci indique que du kappa carraghenane est 

présent dans la fraction 2 M, mais en quantité trop faible 

pour etre détectee par la technique RMN. 

La teneur en SOq augmente avec la force ionique d'elution 

depuis la fraction 0.5 M jusqu'a la 2 M. puis diminue dans 

la fraction 3 M. 

D - Discussion 

Aucun carraghenane contenant des unités galactose 6-sulfate 

l ié 1-4, considéree comme le précurseur de l'unit& 3.6 

anhydrogalactose, n'a pu être isole par les différentes 

méthodes de f ract i onnemen t que nous avons ut i 1 i sées. Ces 

methodes, basées sur la solubiIit& (separation KCI. 

"extractible A froidi'> et sur la charge (DEAE). sont 



suffisamment selectives pour que l'on puisse considtrer que 

1' unitt 6-sulfaté lite 1-4, si elle existe, ne doit 

representer que des quantités extremement faibles. Cette non 

detect ion des précurseurs llclassiques" nous a poussé nous 

intéresser h d'autres types de precurseurs éventuels. 

Le fractionnement D.E.A.E. a permis de detecter sans 

ambiguité un troisieme type de carraghenane chez B, 

verruculosa, le beta carraghenane. 

Aucun précurseur 6-sulfaté n'ayant pu Ctre isolé, la 

présence du beta carraghenane, coexistant avec le kappa et 

le omega, rend envisageable que le premier soit le 

precurseur commun des deux autres. 

Cette voie biosynthétique, dans laquelle les carraghenanes 

sulfates deriveraient d'une structure beta non sulfatee, est 

totalement différente du processus de désulfatation decrit 

pour la biosynthèse de la plupart des carraghenanes. 

Considérant qu'il était sans doute prémature d'aborder une 

véritable étude de biosynthèse qui nous aurait entraln6 A 

rechercher les enzymes responsables de cette sulfatation et 

h utiliser un systéme de marquage radioactif, nous nous 

sommes éf f orçes de repérer 1 es catégories de carraghenanes 

que nous ne parvenions pas h séparer comme moyen pour 

démontrer qu'elles pouvaient Ctre associées pour constituer 

une macromolécule hdterogène h séquences multiples. 

S'il se confirme que des liaisons covalentes sont 

responsables de la non-dissociation de telles structures, on 

peut penser que ce lien entre deux structures carraghenanes 



a une signification biosynthétique. Une telle approche des 

re 1 at i ons en trs 1 es carraghenanes est basée sur 1 es 

résu 1 tats des f ract ionnements que nous venons de présenter, 

ainsi que sur d'autres fractionnements qui sont mentionnés 

dans la partie "relations entre les carraghenanes". 

Sans vouloir anticiper la discussion sur la signification de 
I 

ces relations, on peut dès à present essayer de dégager 

que 1 1 es sont 1 es associations de carraghenanes mises en 

évidence par les expériences de fractionnement pour la 

recherches de precurseurs sulfatés. 

Le beta carraghenane qui est un polymère neutre (non 

sulfaté) ne se retrouve jamais dans la fraction éluee à 

l'eau sur un gel de D . E . A . E .  sephadex. Il est donc probable 

qu'il se trouve toujours associé h un autre carraghenane, 

lui-meme chargé. Les conditions opératoires dans lesquelles 

nous avons effectué le fractionnement D . E . A . E .  (50'1, 

rendent peu probable un phénoméne de CO-entratnement des 

deux polymères. Lorsque le gel échangeur d'ions est Clué par 

NaCl 0,s M et i M ,  les fractions obtenues contiennent 

éf fect ivement 1 e beta carraghenane avec du omega en rnél ange 

dans des proportions croissantes en faveur du second. Le 

fait que nous n'avons jamais réussi h les séparer plaide en 

faveur d'une association entre les deux categories de 

carraghenane pour constituer une macromolécule hybride. 

Le kappa carraghenane ne coexiste jamais avec le beta dans 

une meme fraction d'élution du gel D.E.A.E. I l  est 



également frappant de constater que parmi les deux fractions 

du extractible A froid séparées par action du KCI, celle 

constituée de omega et de beta (la plus soluble, Ki>, ne 

contient aucune trace de kappa, et inversement celle 

constituée de omega et de kappa (la moins soluble, K2>, ne 

contient aucune trace de beta. 

On peut enfin signaler, pour terminer cette analyse des 

résultats du fractionnement sur gel de D.E.A.E. ,le fait que 

la teneur en SOq, exceptée celle de la fraction 3 M, 

augmente avec la force ionique de la fraction jusqu'a 2 M 

(tableau 9). Ceci refléte la diminution progressive en 

structure beta, et corrélativement l'augmentation en 

structure sulfatée qui atteints la valeur de 28,1 % dans la 

fraction 2 M. Cette fraction entiérement constituee par du 

omega carraghenane, aurait dQ avoir une teneur en sulfate de 

25 1. calculée sur la base d'un groupement S04 par unite de 

disaccharide. La diminution de la teneur en sulfate dans la 

fraction 3 M (17,9 % > ,  qui contient également des 

carraghenanes caractérisés par un groupement S04 par 

disaccharide, reste inexpliquée. Toute désulfatation 

partielle des polymCres de la fraction 3 M se traduirait par 

l'apparition de nouveaux signaux RMN, ce qui n'est pas le 

cas. 1 1  subsiste I'hypothése que des carraghenanes moins 

chargés (composC de beta) aient pu gélifier dans la colonne 

et ne pas avoir été Clués dans la fraction correspondant 



leur véritable charge. Le traitement particulier de la 

fraction 3 M (ébullition) permettrait de les ressolubibiser. 

I I I  - Etude Dar chromatoara~hie en phase aazeuse des sucres 

totaux extractibles Dar hvdrolv3e acide de l'aime entiérg 

- 
Cette étude a été entreprise afin de détecter chez 

Pissoel la la présence d'éventuel les traces de dérivés 

méthyles du galactose. Ces unités trés fréquentes dans 

l'agar (Araki, 1966) ont été détectées dans certains 

pol yméres proches des carraghenanes (Al l sobrook et al . , 
1971 >.  
Un aliquot d'algue séche, réduit à l'état de poudre par 

broyage a été analysé en chromatographie en phase gazeuse 

après hydrolyse. 

A - protocole expérimental 
Les dérivés d'acétates d'alditols .obtenus h partir de 

l'échantillon R42 de R. verruculosa ont été analysés par 

chromatographie en phase gazeuse par une technique décrite 

dans la partie "matériel et méthodes". La technique utilisée 

n'aboutit pas à l'hydrolyse tot'ale de l'échanti 1 Ion. El le 

est cependant suffisante pour que la totalité des 

monosaccharides constitutifs des polymères hydrosolubles 

soient libérés. 



Figure 14 - Chromatographie en p h a s e  g a z e u s e  des 
monosacchar ides (aldi tol acetates) o b t e n u s  par h y d r o l y s e  de 
la poudre d'algue entiérre de I'échant~ilon R42 de RI 
verruculosa 

pics dGs au solvant 



Tableau 10 

Teneur en sucres libérés par hydrolyse des 

polysaccharides partir de la poudre d'algue. 

entiere de l'échantillon R42 de P. verruculosa 

Sucres 

Xy i ose 

Mannose 

Gl ucose 

Ga 1 ac t ose 

% par rapport au poids 

sec de l'algue entière 



B - résultats et discussion 
L'analyse du chromatogramme obtenu (figure 14 et tableau 

10)  montre que le galactose représente la trés  large 

majorité des monosaccharides hydrolysés. Aucun dérivé 

m6thylé du galactose n'est détecté. Parmi les autres 

monosaccharides identifies on trouve de faibles quantités de 

. . 
xylose. 11 a été montré que chez Poruhvridium cruentum ce 

sucre permet le lien entre les protéines et les galactanes 

sulfatés, extraits de cette algue rouge (Heaney-Kieras et 

al., 1977). 

i v  - es différents t v ~ e s  de carraahenanes rencontrés 

çhez R. verruculosa peuvent-ils coexister chez un meme 

individu ? 

A - Introduction 

Toutes les hypothéses que nous avons formulées précédemment 

sur la biosynthése des carraghenanes sont basées sur des 
l 

relations de non dissociation lors des différents 
1 

l 
fractionnements effectues. Il a 6té deduit de ces relations 

que certains de ces carraghenanes étaient probablement 
1 

I associés au sein d'une molécule hybride. Tous les 

carraghenanes ainsi analysés proviennent d'échantillons 

constitués de plusieurs individus récoltés dans les memes 

conditions. Nous avons voulu vérifier que les différents 

types de carraghenanes décrits chez P. verruculosa ne 



provenaient pas d'individus distincts, mais coexistaient 

bien chez un meme individu. 

Comme nous 1 'avons dit précéderment, i 1 a été montré que 

chez Chondrus cr i s ~ u a  1 a générat ion hap 1 olde produ i sa i t du 

kappa carraghenane et la génération diploïde du lambda 

(McCandless et al., 1973). La seule façon de différencier 

les générations diploïdes et haploïdes chez R. verruculosa 

est d'observer des organes de reproduction sexuelle. Les 

individus portant de tels organes étant peu fréquents chez 

R. verruculosa, nous n'avons pu réunir ces individus en 

quantité suffisante pour une étude de leur carraghenane. 

Nous nous sommes limité A faire l'extraction et l'analyse 

des carraghenanes d'un seul individu de R. verruculosa 

choisi en raison de sa trés grande tai 1 le, l'objectif étant 

de vérifier si tous les types de carraghenanes rencontrés 

chez un mélange d'individus étaient présents chez cet 

individu unique. 

B - Protocole expérimental 

L'echantillon R51 a été récolté A Bastia le 03-03-87. Cet 

échantillon, contrairement A la procédure utilisée pour les 

autres, n'a pas été rinçé A l'eau douce avant d'etre soumis 

extraction. 

- preparation des échantillons 



Un seul individu (115 mg sec) de l'échantillon R51 a été 

soumis h une extraction par l'eau A 90' et les carraghenanes 

précipités par le CTAB. 

- techniques analytiques 
spectroscopie RMN du 13c 

C - Résultats 

Le spectre RMN du carraghenane de I'échanti Ion R51 est 

représenté dans la figure 15. Ce spectre montre que les 3 

types de carraghenanes rencontrés dans 1 es autres 

échantillons de p.  verruculosa, omega kappa et beta, se 

rencontrent dans 1 ' individu R51, dans des proport ions 

identiques A celles observées A partir du mélange de 

plusieurs individus. 

D - Discussion 

L' analyse des carraghenanes provenant d'un mCme individu 

montre que R. verruculosa contient simultanément les 

catégories omega, kappa et beta de ce type de polymère. Il 

est cependant impossible de préciser quelle est l'influence 



Figure 15- Spectre RMN du I3c du carraghenane extrait de l'échantillon 
R51 de R. verruculosa,les symboles suivants se rapportent respectivement 

aux unités répétitives galactose et 3,6 anhydrogalactose du omega (A',G1) 

et kappa (A" ,G") carraghenane. 



de l'dtat sexuel de la plante sur la distribution de ces 

carraghenane. La plupart des échant i 1 1 ons anal ysés étai ent 

constitués presque exclusivement de plantes stdriles, 

accompagn6es de traces d'échantillons cystocarpiques 

( inftrieur h 5%). Leur présence ne pouvait modifier en quoi 

que ce soit les spectres RMN du polymére extrait du mélange 

de ces différentes catégories de plantes. 

v - Identification . . des ~ r o d u i  ts ri'hvdrolvse de ces 

carraahenanes 

Seule l'action de la kappa carraghenase a été testée. Cette 

enzyme est connue pour la spécificité de son action sur 

l'hydrolyse des kappa carraghenanes (Weigl et Yaphe, 1966a). 

Nous avons décidé de nous servir de cette enzyme comme moyen 

de détection de la présence de la structure kappa 

carraghenane. Un nouveau type de carraghenane, le omega, 

ayant été mis en évidence chez Rissoella, i l  était 

nécessaire de vérifier que la kappa carraghenase 

n'hydrolysait pas ce dernier polymére. 

Nous avons également utilisé cette enzyme pour obtenir un 

carraghenane enrichi en structure autre que kappa dans la 

fraction resistante h l'enzyme, (FRE). 11 est nécessaire 

pour cela de vérifier au préalable que l'action de la kappa 



carraghenase sur le kappa carraghenane ne pouvait en aucun 

cas désulfater ce pol ymére pour le transformer en beta. La 

plupart des carraghenases ne sont en effet que partiellement 

purifiées. Une activité désulfatase, dQe A une enzyme 

distincte, accompagne souvent l'activité carraghenase, 

lorsque l'enzyme responsable de cette derniére action est 

mal purifiée (Weigl et Yaphe, 1966b). 

g - Protocole ex~érimental 

Nous avons utilisé pour cette étude l'échantillon de 

Rissoella R42. 

1 - préparation des échantillons 
L'échantillon de carraghenane R42, obtenu par une extraction 

dans l'eau A 90' et une précipitation par le CTAB, a été 

fractionné par du KCI 0,3 M. La fraction K2 alc a été 

obtenue par modification alcaline de la fraction insoluble 

K2 

2 - séparation de la fraction hvdrolvsée'et de la fraction 
résistante h l'enzvme 

2 methodes ont été utilisées: 

La première consiste h précipi ter par 3 volumes d'éthanol A 

95% la fraction non hydrolysée du carraghenane de R42K2alc, 

soumise préal ab1 ement A 1 'action de l a kappa carraghenase, 

et de la séparer ainsi de la fraction hydrolysée. Cette 

méthode a été choisie pour l'obtention de la fraction 

résistante A l'enzyme, FRE, du carraghenane de R42K2alc, 



isolée après redissolution et dialyse de la fraction 

précipi table A 1 'éthanol . 
La deuxiéme méthode consiste 21 passer 2 fois sur colonne 

Biogel PZ l'hydrolysat de R42K2alc et de séparer en sortie 

de colonne, les fractions ne migrant pas des fractions 

migrant par chromatographie TLC. Cette méthode a permis 

l'isolement du disaccharide produit par l'action de la kappa 

carraghenase sur I'échantil Ion R42KZalc. 

3 - autres techniques 
Les techniques suivantes sont décrites dans la partie 

"matériel et méthode": 

- hydrolyse du kappa carraghenane par la kappa carraghenase 

- précipitation du carraghenane par l'éthanol 

- chromatographie TLC 

C - Résultats 

1 - Isolement du disaccharide néocarrabiose 4-sulfate: 

140 mg de 1'6chanti11on R42K2aIcP hydrolysé par la kappa 

carraghenase, permettent d'obtenir un melange de polymère 

non hydrolysé (FREI et d'oligomères qui peuvent être séparés 

sur colonne de Biogel PZ. 9 mg d'un disaccharide sont ainsi 

isoles. 

L'absence de contamination par un tétrasacchar ide est 

vérifiée par chromatographie TLC. 



Le spectre RMN du 13c de ce disaccharide (figure 16) est 

strictement identique h celui décrit et interprété par 

Rochas pour 1 e disacchar ide (01 igomère DPI ) obtenu 8 partir 

du kappa carraghenane (Rochas et al., 1983). Les valeurs des 

depl acements chimiques du spectre que nous avons obtenu 

(tableau 10) sont en plein accord avec les attributions 

déduites de l'interprétation de ces auteurs. 

Aucune trace d'oligomère kappa de degré de polymérisation 

supdrieur A DPI, ou de contamination par une autre 

structure, n'est visible dans ce spectre. 

L'absence d'oligom6re désulfaté dans les produits 

d'hydrolyse montre que la kappa carraghenase que nous avons 

utilisé ne possède pas d'activité désulfatase contaminante. 



Tableau 1 1  

Valeurs des déplacements chimiq~ies en RMN 

du 13c du disaccharide obtenu par hydrolyse 

par la kappa carraghenase de la fraction R42 K2alc 

G alpha 92,7 67,6 75,7 75,3 69,9 61,7 

G beta %,9 71,O 78,9 74,3 74,9 61,7 

A 95,O 69,9 81,2 70,4 77,7 69,4 



100 PPM 60 

Figure 16 - Spectre RMN du 13c du disaccharide obtenu par 
action de la kappa carraghenase sur la fraction R42 K 2  al 
du carraghenane de P. verruculosa, G et A se rapportent 
respectivement aux unités galactose et 3,6 anhydroçaiactose 
du neocarrabiose 4-sulfate (forme alpha et beta> 



2 - Isolement de la fraction résistante à l'enzyme, FRE 

100 mg de la fraction R42K2alc permettent, après hydrolyse 

par 1 a kappa carraghenase , d'obtenir 51 mg de carraghenane 

résistant h l'enzyme, R42KSalcFRE. 

Le spectre RMN du 13c du FRE de la fraction R42K2aIc , 

désignée par R42K2alcFRE est représenté dans la figure 17. 

On peut comparer ce spectre avec celui de la fraction 

R42K2alc, représenté sur cette m@me figure, et qui ne 

contient que du omega et du kappa carraghenane. Dans le 

spectre de R42KSalcFRE les signaux appartenant h la 

structure kappa disparaissent presque totalement alors que 

l'on n'observe aucune diminution de I'intensitt des signaux 

correspondant à la structure omega. Aucun produit de 

desulfatation du kappa ou du omega carraghenane n'est 

visible. Un signal correspondant à un déplacement chimique 

de 63,11 ppm est cependant observé et ne peut être attribué 

h aucune des structures que nous venons de décrire. 

- nclusion 

L'action de la kappa carraghenase sur le carraghenane de R. 

verruculosa permet d'hydrolyser entiérement les structures 

kappa carraghenanes contenues dans ce polymére. Le produit 

d'hydrol yse est const i tue d'un me1 ange d'ol igoméres dont l e 

terme le plus hydrolysé est le neocarrabiose 4-sulfate. 



R42 K 2  alc 1 

Figure 17- Spectres REfK du I3c des fractions R42 K2 alc et R 4 2  K2 alc FRE 

du carraghenane de R. verruculosa, les symboles suivants se rapportent 

respectivement aux unités répétitives galactose et 3,6 annyarogalactose 

du omega (A' , G' ) et kappa (A", G") carraghenane 



Aucun produit de désulfatation des carraghenanes n'est 

rencontré dans cette fraction hydrolysee. 

Aucun carraghenane désulfaté (beta) n'apparatt dans la 

fraction résistante 2I l'hydrolyse R42KZalcFRE. Ceci confirme 

1 'absence d'act ion désu 1 f atase de 1 a kappa carraghenase . 
Ceci rdnf orce égal ement 1 a probabi 1 i té d'une absence de 

structure beta dans la fraction R42K2alc. L'absence de 

détection de beta, qui avait déja été deduite de l'analyse 

du spectre RMN de cette fraction, ne doit en effet pas etre 

considérée comme une preuve de la non existence de cette 

structure, compte tenu de la sensibilité de la technique 

RMN. L'action de la kappa carraghenase qui permet un 

enrichissement en structures autres que kappa, n'a pas 

permis de détecter des structures beta. Ainsi 1 'absence de 

structure beta dans la fraction R42K2alc est confirmée. La 

signification de cette absence de beta dans cette fraction 

sera examinée dans la discussion générale. 



QUATRIEME PARTIE 
LOCALISATION DES CARRAGHENANES 
ET PHYSIOLOGIE DE LEUR PRODUCTION 



QUATRIKME PARTIE - CAT,ISATION DES CARRAGHENANES ET 

SI 0T.OGI E DELEUR PRODUCTI ON 

1 - LOCALISATION DES CARRAGHENANES (PAROIS ISOLEES) 

A - Introduction 

Les thalles de R. verruculosa ont été soumis différents 

traitements visant obtenir des fragments de parois 

ce1 lulaires séparées du cytoplasme, et h contrdler ainsi le 

contenu des extraits résultant de chaque étape de la 

fragmentation. 

L'analyse de ces extraits a été éffectuée surtout dans le 

but d'obtenir des données sur l'efficacité relative des 

différents traitements. Du fait que les parois ont été 

déchirées, les molécules isolées de ces extraits peuvent 

avoir aussi bien une origine cytoplasmique que pariétale. 

Le but essentiel de cette expérience est d'analyser des 

fragments de parois ayant résistés aux différents 

traitements et d'affirmer que les polymères qu'ils 

contiennent font bien partie de la paroi ce1 lulaire. 

Par ailleurs, nous avons vérifié qu'il était impossible 

d'extraire quelque polymère que ce soit h température 

ambiante sans un broyage préalable des thalles, destiné h 

rompre les parois des ce1 Iules. Dans c e s  conditions 

"l'extractible à froid" obtenu est particulièrement abondant 

(entre 12 et 18 % ,  voir paragaphe extractible h froid 3ème 



partie). Cet "extractible A froid", nous l'avons vu, est 

constitué presque entierrement par des carraghenanes de 

masse moléculaire élevé. 

Nous ne disposons A l'heure actuelle d'aucun élément pour 

pouvoir déterminer l'origine de cet extractible A froid. 

Certaines observations sur Chondrus criswus ont montre que 

la quasi-totalité des carraghenanes étaient localisés dans 

la paroi cellulaire (Gordon-Mills et McCandless, 1975). Il 

semble peu probable que le carraghenane de "l'extractible A 

froid" de Rissoella verruculosa, représentant 18 % du poids 

sec de cette espèce, ait une origine entierement 

cytoplasmique. La présence dans le cytoplasme d'une telle 

quantité de polymère de masse moléculaire élevée et 

fortement sulfate serait de nature A perturber 

considérablement les échanges ioniques intercellulaires. 

Pour cette raison nous pensons qu'au moins une partie de 

"l'extractible A froid" doit provenir de la paroi 

cellulaire. 

Grace A une observation en microscopie électronique aux 

différents stades de la fragmentation pariétale on dispose 

d'un moyen de controle périodique de l'évolution structurale 

de la paroi, notamment par les réponses cytochimiques de ses 

constituants. 
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Tabl enu 12 

F'rotocole de pr&paration de parois isoloes 

.A partir des thal 1 es de R. v~rrucul osa 

al gues broyées 

décantation -> 51 

homogénéiseur t 

presse de French 2 fols 

.L 
centrifugation ,-> S2 

1 
H?O + srnication 

i 
centrifugation .-> S4 

.1 
Triton X100 0.1 1,  14 h 

L 
centrifugation --> S5 

J 

i 
centriiusation -) 36 

I 
JI 

éthanol 95 1 bouil 1 ant 

centrifugation --7 S7 

acetone 

centrifugation -- S8 

éthanol 35 'X bouillant 

centrituqat ion -7 59 

dessicateur 

parois isolées 



B - Protocole expérimental 

Nous avons utilisé pour cette étude l'échantillon R42, 

provenant de la culture de I'échantillon R38, ainsi que 

I'échantil Ion R49 provenant de récolte naturelle. 

1 - obtention de parois isolées 

L'ensemble des traitements permettant l'obtention des parois 

isolées est décrit dans le tableau 12. Toutes les opérations 

s'effectuent a une température ne dépassant pas 4 " .  Les 

modalités de ces traitements sont décrites dans la partie 

"matériel et méthodes" . 
Des prélévements ont été effectués chaque étape sur les 

culots de centrifugation, et les échantil Ions ont été 

préparés en vue d'une observation en microscopie 

électronique. 

2 - isolement des carraghenanes extraits aprés chaque étape 
du traitement 

La fraction solubilisée par chaque traitement a été séparée 

par une centrifugation (20 mn, 29000 g), puis filtrée (0,2 

microns). Chaque extrait est soit precipité par 3 volumes 

d'éthanol 95 % (surnageants S1 A S6), soit mis sec par 

évaporation sous vide, redissous dans l'eau, (surnageants S7 

h S91, puis lyophilisé. 

Une partie de "l'extractible froid" CE, isolé comme 

précedemrnent, est precipitée par 3 volumes d'éthanol a 95 



%, l'autre partie est précipitée par le CTAB. Il est 

important de noter que cet "extractible A froid" obtenu sans 

traitement par les solvants organiques, n'a pas la meme 

définition que celui décrit dans le paragraphe "extractible 

A froid" (3ème partie). 

L'extraction du carraghenane des algues en fin de traitement 

(parois isolées) a été effectuée aprés lyophilisation 

préalable de ces dernières. Le protocole de cette extraction 

ne diffère de celui décrit dans la partie "matériel et 

méthodes" que par la suppression de l'extraction A froid et 

de l'extraction par les solvants organiques. 

3 - fractionnement sur gel D.E.A.E. sephadex de 

"l'extractible A froid" 

"L'extractible A froid1' de R42 précipité par le CTAB a été 

soumis un fractionnement sur gel D.E.A.E. sephadex selon 

le meme proçédé que celui utilisé précédemment. 

4 - Préparation d'un extrait A froid sans broyage ni 

traitement par les solvants organiques 

L'échantillon lyophilisé R49 non broyé a été placé dans une 

solution de NaCl 0,25 M pendant 12 h, A 4". La préparation a 

ensuite été centrifugée, permettant de séparer un surnageant 

R49CE1 d'un CU 1 ot de centr i fugat ion qui après l yoph i l i sat ion 

est désigné par R49NCE1. 

5 - autres techniques utilisées 
spectroscopie RMN du 13c 



microscopie électronique 

1 - Etude microscopique des parois isolées 
Des coupes transversales ont été 6ffectukes sur le thalle 

frais de R .  verruculosà avant traitement pour l'obtention de 

parois isolées. Une photographie de l'une de ces coupes, 

colorée par le bleu alcian, a été reproduite sur la planche 

2. Des cellules filamenteuses, séparées par des espaces 

intercellulaires relativement importants, constituent une 

medulla au centre du thalle. Dans cette zone prennent 

naissance'des files de petites cellules se divisant une ou 

deux fois de façon strictement dichotomique avant 

d'atteindre la surface du thalle, constituant un cortex. Ces 

dernières forment, en bordure du thalle, une couche de 

cellules jointives, constituant un cortex externe bordé 

d'une cuticule. Toutes les cellules ainsi que la cuticule 

sont colorées par le bleu alcian (se fixant spécifiquement 

sur les polysaccharides chargés). Par contre les espaces 

intercellulaires ne montrent aucune trace de coloration, ce 

qui semble indiquer qu'ils ne contiennent pas de 

polysaccharides charges. 

Au cours de la préparation des parois isolées des contrbles 

en microscopie optique ont 6té effectués chaque étape. On 

peut ainsi constater la rupture de la presque totalité des 

Parois aprés broyage sec et la destruction de toutes les 



structures cellulaires dès la deuxième série de broyages 

(presse de French). Au stade final de la préparation, le 

résidu insoluble est entièrement constitué de fragments de 

parois indemnes de contaminants cytoplasmiques. 

Une confirmation de l'efficacité des traitements utilisés a 

été obtenue au microscope électronique, en comparant des 

microphotographies de coupes de thalles entiers secs avec 

celles des fragments de parois après broyage et en fin de 

préparation de parois isolées (planche 3). 

Sur les coupes de thalles (colonne de droite) les parois 

sont trés caractéristiques avec: 

- une phase matricielle amorphe 
-une phase fibrillaire dont la densité augmente de 

l'intérieur vers l'extérieur de la paroi. Ces fibrilles sont 

cependant plus dispersées que chez Chondrus crisuus 

(carraghenophyte) ou chez Gracilaria verrucosa (agarophyte), 

espèces où a été décrite une organisation concentrique de 

ces éléments. 

- une cuticule trés aense et épaisse qui limite vers 

l'exterieur les cellules du cortex. A proximité, on peut 

constater que les fibrilles ont tendance A se disposer 

perpendiculairement la surface de la paroi. 



2 - Analyse des différentes fractions obtenues lors de la 
préparation de parois isolees 

a - Bi lan pondéral de preparation des parois isolées: 

Le masses des précipites A l'éthac~l des différentes 

fractions obtenues par fragmentation séquentielle de 

l'échantillon R42 de R. verruculosa est représenté dans le 

tableau 13. Ces résultats montrent qu'hormis l'extraction A 

froid, c'est aprés l'action du Triton XlOO que la majeure 

partie des polyméres est libérée. Il faut cependant 

remarquer que si l'on compare la somme des polymères 

extraits par l'éthanol (33,6 % >  A la quantité de 

carraghenane qui aurait pu être extrait par une extraction 

classique <59,9 % > ,  on constate qu'il y a eu une perte 

importante de ce carraghenane au cours du traitement que 

nous avons fait subir A Rissoella. 

Les polymères présents dans le surnageant de l'extrait h 

froid sont précipités par l'éthanol ou par le CTAB (tableau 

14). Les quantités receuillies sont pratiquement identiques. 



PLANCHE 2 

cortex medulla cortex - 

I 

cuticule 

Coupe transversale dans le thalle de R. verruculosa 
- - - c - - - c - - -  
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PLANCHE 3 

Li' 

Cellules de R. verruculosa vues au microscope électronique 

avant traitement : colonne de gauche 
après traitement : colonne de droite 

A : cytoplasme C : paroi, zone fibrillaire lache 

B : paroi, zone fibrillaire dense D : cuticule 



Figure 18 - Spectre RMN du 1 3 ~  du carraghenane extrait des parois 

isolées de R. verruculosa, R42 Pi, les symboles suivants se rapportent 

respectivement aux unités répétitives galactose et 3,6 anhydrogalactose 

du beta (A, G) , omega ( A f ,  G f )  et kappa ( A f f ,  Gf ' )  carraehenane 



Tableau 13 

Poids des fractions extraites de P. verruculosg 

obtenues h difftrentes &tapes de l'extraction séquentiel le, en 

vue de l'obtention de patois isolees 

R42 algue totale avant extraction : 2000 mg 

R42 CE ETOH P : 200 ~ 
R42 S1 ETOH P : 8 mg 

R42 S2 ETOH P : 33 mg 

R42 S3 EïûH P : 4mg 

R42 S4 ETOH P : 25 mg 

R42 S5 ETOH P : 157 mg 

R42 S6 ETOH P : 146 mg 

R42 S7 extrait total : 8 mg 

R42 S8 extrait total : O mg 

R42 S9 extrait total : 6 mg 

R42 parois isolées : 275 mg 

R42 Pi extrait parois CTAB P : 35 mg 

a la quantite totale de cette fraction a ttd calculte par extrapolation de la quantite 

precipitable I'ethanol contenue dans une partie seulement de l'extractible A froid 



Tableau 14 

Canparai son entre l es quant i t 6s de pol ysacchar ides 

de 'l'extractible A froid' precipitables par le CPAB 

et celles precipitables par I'ethanol 

fraction teneur par rapport au poids de 

1 'algue séche 

R42 CE CTAB P 12 % 



Ceci semble indiquer que si du carraghenane n'a pas été 

précipite par le CTAB, sa quantité devrait etre irférieure A 

2%. Ce résultat n'est pas surprenant compte tenu des 

résultats précédents (3eme partie) qui montrent que le seul 

carraghenane neutre (le beta) mis en évidence n'est 

pratiquement jc-nais A l'état pur mais associé A l'omega 

carraghenane qui est précipitable par le CTAB. La fraction 

précipitable l'éthanol et non préciptable par le CTAB n'a 

pas été récupérée, en raison de la difficulté de séparer une 

aussi petite quantité de polymère du CTAB ayant permis la 

précipitation. 

On constate donc que "l'extractible A froid" est presque 

entièrement constitué par un polysaccharide chargé. 

b - Analyse RMN: 
On peut comparer les spectres RMN du 13c des parois isolées 

de R42 (R42pi) à ceux des fractions K1 et K2 du carraghenane 

de "l'extractible A froid" de R44, ainsi qu'à celui de la 

fraction K2 du carraghenane des "extractible froid" de 

R49. 

Le spectre de la fraction R44CEK1 (figure 9) montre des 

signaux correspondant à une structure omega avec des traces 

de beta. Celui de la fraction R44CEK2 (figure 10) et celui 

de la fraction R49CEK2 (figure il) sont constitues de 

signaux correspondant A la structure omega ainsi que 

d'autres signaux indiquant des traces de structures kappa et 

beta. 



TABLEAU 15 

Cunparaison entre les quanti tes de pol ydres 

contenues dans les fractions D.E.A.E .  du 

carraghenane total et celles des fractions 

D.E.A.E.  obtenues h partir de 'l'extractible h froid' 

fraction d'tlution D.E.A.E. extractible A froid carraghenane total 

O 1 O % O O 

0,s H O % 6,s % 

1,O 1 9,O O 16,5 O 

2,O H 19,s % 14,s % 

3,O 1 33,3 % 48,O % 



Dans le spectre du carraghenane extrait des parois isolées 

R42Pi (figure 18>, les signaux correspondant au beta 

deviennent aussi intense que ceux correspondant au kappa, 

mais restent d'intensité inférieure h ceux de la structure 

omega carraghenane. On constate donc que les carraghenanes 

omega, kappa et beta se retrouvent dans les parois isolées. 

ceci signifie qu'une partie au moins de chacun de ces 

carraghenane a résisté aux différents traitements auxquels 

nous avons soumis les thalles broyés de Rissoella. On peut 

1 remarquer que le beta carraghenane a mieux resisté h ces 

traitements que les deux autres types de carraghenane. 

"L'extractible h froidu precipité au CTAB a été soumis h un 

fractionnement D.E.A.E. Le tableau 15 permet de comparer la 

quantité de polyméres dans chaque fraction h celle obtenue 

par fractionnement du carraghenane total (dont les spectres 

RMN sont représentés sur la figure 13). On constate que la 

fraction 0,5 M est inexistante dans le carraghenane extrait 

de "l'extractible h froid". On constate également que le 

pourcentage de fraction 1 M par rapport h celui des autres 

fractions est nettement moins élevé dans le carraghenane de 

"l'extractible h froid" que dans le carraghenane total. Ceci 

reflète sans doute la part moins importante du beta 

carraghenane dans l'extractible h froid. 



3 - Analyse de l'extractible h froid sans broyage et sans 

action des solvants organiques 

2520 mg d'echantillon R49 sec non broyé et non soumis h 

l'action aes solvants organiques, permettent d'obtenir, 

après extraction h froid par une solution de NaCl 0,25 M et 

centrifugation, 2095 mg de culot lyophilisé. Le surnageant, 

correspondant h "l'extractible h froid", a été précipité par 

3 volumes d'ethanol. On constate qu'aucun polymère n'est 

précipité dans ces conditions. Ainsi 425 mg de substances 

hydrosolubles de faibles masses moléculaires, soit 16,8 % du 

poids de l'algue, peuvent etre extraites h froid, et ne sont 

pas précipitables par l'éthanol. Ces substances sont 

probablement essentiellement constituées par de la 

phycoérythrine (pigments hydrosolubles> et des sels 

mi nkraux . 
11 est intéressant de comparer cette valeur h celle de 

"l'extractible froid" (17 % >  obtenu h partir de cette même 

espèce broyée et soumise l'action de solvants organiques. 

Si on additionne la quantité de ces deux sortes d'extrait, 

' on peut dire que au moins 33,8 % du poids de R. verruculosa 

est extractible à froid par l'eau. 

D - Conclusion 

Les observations en microscopie électronique ont montré que 

! le traitement utilise pour l'obtention de parois isolées 

1 
I permettait de rompre la paroi de la totalité des cellules et 



de désorganiser suffisamment le cytoplasme pour que tout les 

é1Cments hydrosolubles et organosolubles de celui-ci saient 

entratnés au cours des lavages successifs. 

Les 3 types de carraghenanes, omega, kappa et beta, mis en 

évidence chez J?. verruculosa, se retrouvent dans l'extrait 

obtenu h partir des parois isolées. On peut donc dire que 

ces 3 carraghenanes sont constitutifs de la paroi cellulaire 

de J?. verruculosa. Notre expérience d'isolement de parois 

n'a donc pas permis de mettre en evidence un carraghenane 

dont l'absence dans les parois isolées aurait pu constituer 

un signe (mais non une preuve) indicateur de sa provenance 

cytoplasmique. Cette expérience a en revanche permis de 

mettre en évidence la moins grande extractibilité du beta 

carraghenane qui, lors d'une extraction A froid, reste 

presque entièrement dans la paroi. Il est probable que le 

beta carraghenane de la fraction D.E.A.E. 0,5 M du 

caraghenane total, que l'on ne retrouve pas dans 

"l'extractible h froid", corresponde A celui que l'on 

retrouve dans les parois isolées. Nous avons émis 

l'hypothèse que le beta carraghenane de la fraction 0.5 M 

était lié a du omega carraghenane, ce qui expliquerait qu'il 

ne puisse etre élué A l'eau bien que n'&tant pas chargé. 

Cette liaison entre le omega et le beta carraghenane 

pourraft, si elle existe, contribuer A rendre la molécule 

insoluble, ce qui expliqueraft pourquoi une partie 

importante du omega reste dans les parois isolées, alors que 



celui-ci est beaucoup plus soluble A froid que les deux 

autres types de carraghenane. 

A défaut de pouvoir apporter d'autres arguments 

cytochimiques pour tenter d'élucider la logique de 

l'organisation des carraghenanes dans la paroi, nous avons 

recherché des variations dans leur distribution, pour des 

récoltes différentes et des conditions de culture 

contrelées. 

S I O L O G I E  DE LA PRODUCTION D E S  C A R R A G H ~  - 
P R E M I E R E  APPROCHE - V A R I A T I O N  nu C A R R A G H ~ N E  n~ R 
VERUCUJ.OSA EN FONCTION D E S  CONDIT1 ONS D E  CROI SSANCP DE 

E C H A N U O N S  AU MOMENT DE T,EUR RECOT,TE 

L'origine de notre intéret pour les carraghenanes de 

Rissoella a été Une série d'observation concernant des 

variations importantes dans les propriétés de solvabilité de 

ces polymères en présence de KCI (rapport Kl/KS>, suivant 

l'état physiologique des échantillons au moment de leur 

récolte. Antérieurement Cheney avait également signalé que 

la qualit& d'un carraghenane (Cheney et al., 1979) produit 

par différentes souches de Chondrus crisuus dépendait 

beaucoup plus de l'état physiologique de l'algue au moment 

de sa récolte que de son patrimoine génétique. 



Avant d'entreprendre l'étude de ces carraghenanes, nous 

pensions qu'ils étaient probablement constitues de molécules 

insolubles dans KCI, alors que leurs prCcurseurs devraient 

y etre solubles. Nous avons alors entrepris d'extraire et 

d'analyser les carraghenanes d'échantillons récoltés dans 

des conditions trés diverses, afin de savoir si ces 

dernières avaient une influence sur le rapport Kl/KS. Nous 

nous sommes apperçu par la suite que les précurseurs du 

carraghenane de Rissoella n'étaient peut etre pas les plus 

solubles et que El n'était peut Btre pas tout A fait 

representatif de ceux-ci. Nous avons cependant poursuivi 

cette Ctude des variations de la teneur en fraction K1 

simultanément A celle d'autres paramétres du carraghenane 

d'échantillons plaçés dans des conditions physiologiques 

trés differentes. 

En outre, des 6chantillons de R .  verruculosq recoltes dans 

la nature ont été mis en culture dans des bassins alimentés 

continuellement en eau de mer et soumis A différents types 

de fertilisation en azote. I l  est aussi possible d'obtenir 

en quelques jours des taux de croissance trés variables. I l  

suffit alors de contreler ces paramètres, de récolter les 

echantillons et d'en extraire les carraghenanes. 



Tableau 16 

Conditions de recolte et de culture des 6chantillons &tudiCs 

khan t i l l on réco 1 té dans l a échantillon cultive, différents 

nature, 1 ieu et date de recolte types de fertilisation et taux 

de croissance obtenus 

R9 

Ajaccio 25-4-84 

/-- 
R21 croissance 7.7 % / jour 

Favone 20-544 

NH4 prépondérant 

R23 croissance O 1 / Jour 

NO3 na~arltalre 

m a  ) R42 croissance 4.6 1 jour 

Favone 28-644 



A - Protocole expérimental 

Les échantillons utilisés et les différents types de 

fertilisation auxquels certains d'entre eux ont été soumis 

sont représentes dans le tableau 16. 

1 - Les techniques de culture et la mesure du taux de 
croissance 

les techniques utilisées sont décrites dans la partie 

matériel et méthodes et dans l'article "seaweed 

cultivation..." (Mollion et al., 1986) inséré en annexe. 

2 - Préparat ion des echant i 1 1 ons de carraghenanes 

Les échantillons de carraghenanes R9, R20, R21, R38 et R42 

ont été obtenus par des extractions dans l'eau A 90" et des 

precipitations par le CTAB , A partir des lots d'algues 

correspondants. 

3 - Fractionnements par le KCI et modification alcaline: 
Les protocoles sont décrits dans la partie Matériel et 

Méthodes 

4 - Technique d'analyse: 

Spectroscopie RMN du 13c 

B - Résultats 

Deux échantillons CR20 et R38) ont été mis en culture en 

présence d'un enrichissement en NO3 (respectivement 200 et 



1500 micromoles> et le premier (R20>, le premier de ces 

echantillons recevant en plus un apport de NH4 (1300 

micromoles>. En quelques jours, on constate que l'apport 

d'azote sous forme NO3 a un effet trés favorable sur la 

croissance, alors que l'azote ammoniacal annule complétement 

l'accroissement pondCral des lots d'algues mis en culture. 



G'1 ~ ' l  G"3 
G" 1 1 - - -  Ili ' I I I 

Figure 19- Spectre RMN du I3c des carraghenanes totaux des échantillons 
R38 (A) et R 4 2  (B) de R.  verruculosa,les symboles suivants se rapportent 

respectivement aux unités répétitives galactose et 3 ,6  anhydro~alactose 
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Figure 20- Spectres RMN du I3c des fractions K I  alc F? carraghenanes 

ies échantillons R38 ( A )  et R42 (B) de R. verruculosa.Les symboles 

suivants se rapportent respectivement aux unités répétitives galactose 

?t 3,6 anhydrogalactose du beta (A,G) ,omega(A1 ,Gt) et kappa (A",Gff) 

:arraghecane . 



Tableau 17 

Pourcentage des fractions solubles en prtsence 

d' ions K" des tchant i I l  ons de 8. verrucu l Q S ~  

tchantillons, origine % Ki 

et taux de croissance 

R9, Ajaccio 16,1 

RU), Favone 13,s 

R21, culture 

7,7 % /j 

R23, culture 

O % / J  

R38, Favone 4,7 

R42, culture 

4,6 % /j 



1 - Spectres 13c RMN des carraghenanes totaux 

Les spectres I3c RMN des carraghenanes extraits des 

échantillons R38 et R42 sont représentés dans la figure 19. 

Les spectres provenant de ces deux échantillons sont 

identiques et constitués principalement de omega 

carraghenane avec de moindres quantités de kappa et des 

traces de beta. 

2 - Fractionnement par le KCI 

a - fractionnement simple 

Le pourcentage en fraction soluble K1 en présence de KCI par 

rapport au carraghenane total extrait des différents 

Cchantillons est représenté dans le tableau 17. 

On constate que l'échantillon R21, récolté en phase de 

croissance rapide , a un pourcentage en K1 trés supérieur h 

celui de l'èchantillon R23 récolté en croissance nulle. Ces 

deux échantillons proviennent de la mise en culture de 

l'échantillon R S O ,  qui a un pourcentage en K1 intermédiaire. 

On peut penser qu'au moment de sa récolte ce dernier 

échantillon avait un taux de croissance intermédiaire entre 

celui de R21 et de R23. Ainsi le pourcentage en KI du 

carraghenane des différents échantillons semble 

proportionnel aux taux de croissance lors de la récolte des 

échantilions. Ceci semble confirmé si l'on compare le 

porcentage en KI de l'échantillon R42 en croissance très 



rapide, avec celui de la meme plante, échantillon R38, au 

moment de sa récolte. Le pourcentage en Ki de l'échantillon 

R42 est trés supérieur h celui du carraghenane R38 de cette 

plante récoltée dans la nature. 

D'une façon générale les échantillons récoltés dans la I 

nature R9, R20 et R38 ont un carraghenane dont le % en K1 

est nettement plus faible que ceux des plantes en culture, 

récoltés en croissance rapide. L'échantillon R23 en 

croissance nulle (inhibee par NHq) presente un % en K1 plus 

faible que celui des plantes de récolte. 

b - Double fractionnement KCl avant et aprés modification 
alcal ine 

Le tableau 6 (3éme partie) montre que le refractionnement de 

la fraction Ki après modification alcaline permet d'obtenir 

une fraction soluble Fi prédominante (55,9 % >  par rapport h 

la fraction insoluble F2 <34,8 % >  pour 1'6chantillon R42, 

alors que ce rapport est inversé (respectivement 28.8 % et 

46,6 % >  pour l'échantillon R38. Ainsi l'échantillon de 

croissance rapide R42 qui contient une quantit6 de fraction 

K1 beaucoup plus élevée que R38, contient, aprés ' 

modification alcaline, un pourcentage de fraction insoluble 

dans le KCl beaucoup plus faible que R38. L'explication de 

ceci pourratt @tre la suivante: un échantillon en croissance 

rapide synthétise beaucoup plus de omega de faible masse 

moléculaire qu'un échantillon en croissance lente. Ces omega 

de faible masse moléculaire sont solubles 



dans le KCI, et sont responsables de la teneur élevee en Ki 

de R42. Nous avons émis I'hypothCse que la modification 

alcaline de K1 ne modifiait en rien cette derniére fraction, 

mals permettait l'hydrolyse de liens protéiques entre 

certains carraghenanes. L'apparition d'une fraction 

insoluble dans le KCI, F2, résulterait de sa simple 

skparation de la fraction restant soluble FI. Les spectres 

RMN ont montré que, dans l'échantillon R42, F1 était 

constitué entiérement de omega carraghenane (figure 3). Les 

spectres 13c RMN des f ract 1 ons F 2  des échant i 1 1 ons R38 et 

R42, sont représentes dans la figure 20. Ces spectres sont 

identiques et constitués essentiellement par du omega 

carraghenane avec des quanti tés moindre de kappa et de beta. 

Ce dernier polymére est sensiblement aussi abondant que le 

kappa alors qu'on ne le trouve qu'a l'ktat de traces dans 

les polyméres obtenus par d'autres types de fractionnement à 

l'exception des fractions d'élutions 0,s et 1 M sur colonne 

D.E.A.E. Il semble donc que les échantillons en croissance 

rapide comme ceux en croissance lente contiennent des 

carraghenanes kappa et beta qui pour des raisons encore mal 

comprises (liaisons par l'intermédiaire de protéines) 

restent associés au omega carraghenane dans la fraction 

soluble dans le KCI. Ces kappa et beta carraghenane qui se 

dissocient du omega de la fraction K1 aprPs modification 

alcaline, représentent une part relativement constante du 

polymère total quel que soit la vitesse de croissance de 

l'algue. Le omega carraghenane, qui reste soluble même 



aprés modification alcaline (fraction Fi>, serait synthetisé 

de façon beaucoup plus abondante dans les plantes en 

croissance rapide que dans les plantes en croissance lente. 

Ceci explique que la teneur en Fi est beaucoup pus élevé 

dans les plantes en croissance rapide que dans les plantes 

en croissance lente 

C - Conclusion 

Les échantil Ions en croissance rapide possédent les mêmes 

carraghenanes que les échantillons en croissance lente. La 

teneur en carraghenanes dans les'deux cas est sensiblement 

la même. La seule différence observée consiste en une 

augmentation de la teneur en omega carraghenane chez les 

algues en croissance rapide. Il n'est pas possible de 

quantifier les pourcentages respectifs des différents types 

de carraghenanes. L'observation de l'intensité des signaux 

RMN permet cependant d'évaluer cette augmentation de la 

teneur en omega. Il y a augmentation en structure omega dans 

la mesure ou la fraction K1 qui est la plus riche en omega 

augmente chez les échantillons en croissance rapide. On peut 

.également remarquer que seules les structures omega faisant 

partie de la fraction la plus soluble K1 augmentent, alors 

que les omega de K 2  n'augmentent pas. Ces omega 

particulièrement solubles, qui augmentent chez les algues en 



croissance rapide, pourraient etre constitués par des 

polymères de faible masse moléculaire. 



CINQUIEME PARTIE 
ETUDE DES RELATIONS ENTRE LES CARRAGHENANES 



TIQNS E m  LES 

CARRAGHENANES 

- troduct i on. 

Au cours de cette étude nous nous sommes efforçés de séparer 

1 es caraghenanes en f onct ion de di vers caractères 

physico-chimiques tels que la solubilité , la charge et la 

tai 1 le des molécules. Le but principal de ces 

fractionnements est de faire un inventaire des cas de 

coexistence entre plusieurs types de carraghenanes au sein 

d'une meme fraction. Une telle demarche a déjh été 

entreprise lors de l'isolement et de la caractérisation des 

différents types de carraghenane que nous avons exposée 

précédemment. Comme nous l'avons dit alors, cette recherche 

de coexistence entre différents types de carraghenanes n'est 

effectuée que dans le but de repérer les mol6cules qui 

pourraient Ctre des hybrides, constituées de 2 structures 

liées par liaison covalente. Nous pensons que l'existence de 

telles associations augmente la probabilité de l'existence 

de relations biosynthétiques entre les carraghenanes ainsi 

1 i és. Dans l es recherches que nous exposons ci -dessous l es 

carraghenanes ont &té fractionnés en fonction de leurs 

masses moléculaires. Les échantil Ions ainsi traités le sont 

soit directement, soit après avoir subi un premier 

fractionnement basé sur les différences de propriétés 



physico-chimiques (solubilité h froid, gélification en 

présence de K'). La masse moléculaire des polyméres d'une 

méme fraction doit Btre prise en considération pour 

expl i quer l a coex i stence ou non de ceux-ci au sein de cet te 

fraction. La solubilité des carraghenanes, ainsi que leur 

aptitude h précipiter dans certains milieux est en effet 

affectée par leur masse moléculaire. 

La séparation des polyméres en fonction des masses 

moléculaires a CtC effectuée par tamisage moléculaire des 

échant i 1 1 ons sur gel sephacryl S400. Cet te méthode n'est 

valable que si l'on admet que la densité de charges sur le 

polymère n'affecte pas sa migration sur un tel gel. Ai in de 

vérifier la validité de cette affirmation, nous avons 

utilisé l'ensemble des fractions de l'échantillon R42, 

séparées par chromatographie d'échange d'ions sur un gel de 

D.E.A.E. sephadex (voir premiére partie). 

On peut penser à priori, que dans une meme fraction 

D.E.A.E., tous les polyméres présentent sensiblement une 

meme densité de charge et que les sous-fractionnements 

obtenus par passage de ce l 1 e-ci sur 1 e gel S400 (en mi 1 i eu 

LiCI 0,Z M >  ne serait dQ qu'A des différences de masses 

moléculaires. Dans le cas où de faibles difierences de 

charge seraient responsables du sous-fractionnement par le 

gel S400, on devrait observer une relation entre la charge 

et le temps de rétention sur la colonne. Nous avons voulu 

ver i f ier ceci en effectuant des dosages de 1 a teneur en S04 

des différentes sous-fractions. 



B - Protocole expérimental 

Nous avons utilisé pour cette etude les échantillons de 

Rissoella R42 et R44. 

1 - préparation des echantillons 
L'échanti11on de carraghenane R42 a été obtenu par 

extraction dans l'eau A 90' et précipitation par le CTAB de 

1 'extrai t obtenu. L'échant i 1 1 on de carraghenane R44CE a été 

obtenu par "extraction A froid" et précipitation CTAB de 

l'extrait obtenu. 

2 - fractionnement D.E.A.E. 
L'échantillon R42 a été soumis A un fractionnement D.E.A.E. 

permettant d'obtenir les fractions R42 D05; R42 Dl; R42 D2; 

R42 D3, correspondant aux élut ions de 1 a col onne par des 

solutions de NaCl respectivement 0,s M; 1 M; 2 M; 3 M. 

3 - chromatographie sur colonne 5400 
La technique utilisée a été décrite dans la partie "matériel 

et méthodes". 

Nous avons utilisé une colonne remplie de 235 ml de gel 

Sephacryl S400. Cette colonne a &té calibree en utlisant du 

galactose et des dextrans de masse moléculaire compris entre 

100 000 et 300 000. Les volumes d'élution de ces deux 

étalons sont représentés dans la figure 21. 



4 - analyse des fractions S400 

Teneur en sucres totaux: (met)-ade au phénol sulfurique) 

La mesure a été effectuée en sortie de colonne sans 

élimination préalable des sels minéraux. 

5 - Hydrolyse par la kappa carraghenase: 

Une aliquote de certaines fractions, non débarassées des 

sels minéraux , a été prélevée et hydrolysée par la kappa 

carraghenase. Les fractions soumises h ce traitement dans 

lesquelles apparaissent des oligosacharides sont celles qui 

contiennent des séquences kappa carraghenanes. 

6 - Détection des oligoméres de kappa carraghenane 
Les fractions contenant des oligoméres sont détectées par 

chromatographie sur couche mince CCM, ou par 1 'augmentat ion 

du pouvoir réducteur. 

7 - Teneur en SOq et spectre RMN: 

Certaines fractions ont été réunies, dialysées et 

lyophlllsées pour analyse de la teneur en sulfate (méthode 

décrite dans la partie "matériel et méthode") et 

spectroscopie RMN. 

C - Résultats 

1 - Chromatoara~hie sur colonne S400 des fractions D.E.A.E. 

Les fractions 0,s M, 1 M, 2 M, et 3 M, obtenues par 

fractionnement D.E.A.E. de l'échantillon R42 ont été 



chromatographiées sur S400. Les courbes d'élution de chaque 

fraction sont représentées sur la figure 21. 

La teneur en SOq de chaque fraction D.E.A.E. est représentee 

sur le tableau 9 et celle des sous fractionnement S400 de 

chaque fraction D.E.A.E. est mentionnée dans le tableau 18. 

On constate qu'il n'existe aucune relation entre les teneurs 

en Sa4 des sous fractions et leur position d'élution, 

quelles que soit les fractions D.E.A.E. considérées. On peut 

donc dire que la position d'élution des polyméres que nous 

avons séparé sur colonne S400 est a priori indépendante de 

leur taux de sulfatation, et on peut considérer que cette 

position d'élution reflète leur masse moléculaire. 

L'analyse des taux de su1 f atat ion des différentes 

sous-fractions d'une méme fraction D.E.A.E. ne permet de 

déceler aucune hétérogénéité, et notamment ne met en 

évidence dans la fraction 3 M aucune sous fraction 

"super-sulfatée" qui aurait pu être un indice de la présence 

d'unités alpha-D-galactose 6-sulfate. 



Sucres totaux 

pic d'élution 
du dextran 200 000 - 300 000 

I 1 

Ume d'élution 
ml 

Figure 21- Courbe d'élution sur colonne S400 des fractions D.E .A .E  

de l'échantillon de carraghenane R42 

fraction éluée par NaCl 0.5 M (A ) ,NaCl 1 M (*) ,NaCl 2 M ( i ) , 
NaCl 3 M ( + ) .  

Vt= volume total du gel= 235 ml 



Tableau 18 

Teneur en XI4 des sous-fractions 9 0 0  des fractions 

d'elution D.E.A.E. de 1'6chantillon R42 

fractions D.E.A.E. sous-f tact i ons 9 0 0  t Sûqa 

molarite d'blution NaCl 

a exprime par rapport la quantite de galactose total 



13 
Figure 22 - Spectre RtIK du C des sous fractions S400 de la 
fraccion D.E.A.E. 1 M du polymère extrait de l'échantilon 
- - - r~ 3 . c  7 - :- , l n  - 7 ~  



Figure 23 - Spectre RMN du des sous fractions S4OO de la 
fraction D . E . A . E  2 M du polymère extrait de l'échantillon 
R. verruculosa, A = fr 95-148, B = fr 149-193 
Les symboles suivants se rapportent respectivement aux unités 
répétitives galactose et 3,6 anhydrogalactose du beta (A, G), 
ornesa (A', G') et kappa (A", G") carraghenane 



Les courbes d'élution des fractions D . E . A . E .  1 M ,  2 M ,  et 3 

M montrent une grande polydispersité des po1 yméres . La 

courbe d'élution de la fraction 1 M présente cependant un 

épaulement au niveau des volumes d'élution les plus faibles. 

La courbe d'élution de la fraction D . E . A . E .  0 , 5  M ne 

recouvre que la zone correspondant aux volumes d'élutions 

les plus faibles. On peut remarquer que cette courbe 

d'él ut ion se superpose presque exactement h 1 'épau 1 ement de 

la courbe obtenue pour la fraction 1 M. 

De cet ensemble de courbes celle de la fraction 0,s M se 

distingue nettement des autres parce que son prof i l  révèle 

qu'elle n'est constituée que de molicules de masses 

moléculaires élevés. Ces polyméres de la fraction 0 , s  M se 

distinguent de ceux des autres fractions qui présentent une 

polydispersité plus importante . 
La courbe d'élution de la fraction 1 M présente un 

épaulement qui correspond h une discontinuité dans la 

repartition des masses moléculaires de ses constituants. Une 

telle discontinuité semble indiquer que cette fraction est 

constituée de deux sortes de molécules. 

Les polymères des fractions D . E . A . E .  ont été identifié par 

spectroscopie RMN (figure 13). Les fractions 0,5 M et 1 M 

sont constituées de 2 carraghenanes, le omega et le beta. 

Nous avons suggeré dans la discuss~on sur les relations 

entre ces polymères, que le beta carraghenane était peut 

être lié au omega ce qui expliquerait qu'il ne puisse être 



élué A l'eau. La courbe d'élution semble indiquer que ce 

polymère hybride, s'il existe, a une masse moléculaire 

élevée. 11 a été montré par RMN que dans la fraction 

D.E.A.E. 1 M, le rapport omegdbeta est beaucoup plus éleve 

que dans la fraction 0,s M. L'augmentation de ce rapport 

expl ique pourquoi 1 a f ract ion 1 M a une teneur en S04 p 1 us 

élevée que la fraction 0,s M. Le pol ymére correspondant 

l'épaulement de la fraction 1 M , dont la masse moléculaire 

se rapproche de celui constituant la fraction 0.5 M, 

coexiste avec un polymére dont la distribution des masses 

moléculaires est distincte de celle de ce premier polymére. 

Celui-ci est caractérisé par une plus grande polydispersite. 

Le spectre RMN de 1 a sous fraction S400 corespondant A 

l'épaulement de la fraction 1M (volume d'élution 98 h 148 

ml) designé par R42 1M fr 98-148, ainsi que celui de la sous 

fraction correspondant au reste de la courbe d'élution 

(volume d'élution 149 A 216 ml) et désigné par R42 1M fr 

149-246, sont representés dans la figure 22. Les spectres 

des sous-fractions 1M fr 98-148 et 1M fr 149-216 sont 

presque identiques. Ces spectres sont caracterisés par des 

signaux correspondant A la structure omega d'intensite 

sensiblement égal e aux signaux correspondant A 1 a structure 

beta. La fraction D.E.A.E. lM, dont ces sous-fractions sont 

issues, était caracterisée par des signaux omega plus 

important que les signaux beta. I l  est possible qu'il y ait 

eu une legére perte de omega lors du sous fractionnement. 



La teneur en sulfate des fractions 1M fr 98-148 et 1M fr 

149-216 ttant sensiblement la meme (tableau 18>, i l  s'agit 

de structures hybrides beta-omega, apparemment de meme 

composition, mais de masse moléculaire difierente 

La courbe d'élution de la fraction 2M montre que celle-ci 

est constituee de polyméres présentant une polydispersit6 

recouvrant toute la gamme d'élution permise par la colonne. 

Les sous fractions S400 correspondant aux volumes d'élution 

95 à 148 ml ont éte regroupées en une sous-fraction désignee 

par 2M fr 95-148, celles correspondant aux volumes d'elution 

149 à193 ml ont été regroupees en une sous-fraction 2M fr 

149-193. 

Les spectres 13c Rmn des sous fractions 2M fr 95-148 et SM 

fr 149-193 sont représentes dans la figure 23. Ces spectres 

montrent que les deux sous-fractions sont constituees 

presque exc 1 usi vement par du omega carraghenane , avec 

cependant quelques traces de kappa dans la sous-f ract ion 2M 

fr 149-193. La teneur en SOq dans les différentes sous 

fractions de la fraction D.E.A.E. 2 M reste sensiblement la 

M m e .  

2 - - a - 

S400 des fractions D.E.A.E. 

Seules les sous fractions provenant des fractions D.E.A.E. 2 

M et 3 M ont &tC soumises h une hydrolyse par la kappa 



carraghenase ai in de détecter 1 es séquences kappa 

carraghenanes de leurs polyméres. Le tableau 19 montre le 

résultat de la chromatographie CCM de I'hydrolysat de chaque 

sous-fraction. La prdsence d'oligosaccharides en grande 

abondance est visible dans toutes les sous-fractions de la 

fraction 3 M. Seules les sous-fractions correspondant aux 

volumes d'dlution compris entre 145 ml et 178 ml de la 

fraction 2 M contiennent des traces d'oligosaccharides. 

Tous les polyméres de la fraction D.E.A.E. 3 M séparés sur 

S400 contiennent donc du kappa carraghenane, alors que 

seules les sous fractions correspondant aux plus petites 

masses moléculaires, isolés de la fraction 2 M, contiennent 

des traces de kappa. 1 1  est intéressant de noter que 

1 'hydrol yse par 1 a kappa carraghenase a permi s de détecter 

la présence de kappa carraghenane dans les memes sous 

fractions D.E.A.E. que celles dont le spectre RMN indiquait 

des traces de kappa. Ces molécules de faibles masses 

moléculaires contenant des traces de kappa ne présentent 

pas, comme l'indique le tableau 18, des teneurs en sulfate 

différentes des autres sous fractions de la fraction 2 M. 

Elles ne peuvent donc pas etre considér6es comme directement 

responsables de la teneur en sulfate élevée de la fraction 2 

M. 



Tableau 19 

Evaiuat ion par chromatographie CCH de 1 'abondance des di f ferents 

01 igosacchar ides obtenus par action de 1 a kappa carraghenase sur 

les sous-fractions S400 des fractions D.E.A.E. ZH et 34 du 

carraghenane de 1 '&chant i 1 1 on R42 

D.E.A.E. 2H D.E.A.E. 3M 

fraction dimère tetramkre fraction dimère tetramkre 

d'&lut ion d'élut ion 

t ttt 

t ttt 

t +tt 

t ttt 

t ttt 

t t+t 

t t+t 

t ttt 

t - t+ 



t 3 - a - 

distribution des masses moléculaires du k a ~ ~ a  carraahenane 

La courbe d'élut ion sur colonne S400 du carraghenane total 

extrai t de 1 'échanti 1 Ion R42 est représentée sur la figure 

24. Sur cette même figure sont représentés les pourcentages 

de sucres réd~cteurs, exprimés par rapport aux sucres 

totaux, obtenus après hydrolyse de chaque fraction par 1 a 

kappa carraghenase . Ce pourcentage de sucres réducteurs 

permet d'obtenir une estimation de la teneur en kappa 

carraghenane dans les differentes fractions. La figure 24 

montre que des structures kappa se rencontrent dans des 

fractions intermédiaires et qu'elles sont absentes de celles 

correspondant aux masses moléculaires les plus élevées et 

les plus faibles. Comme le montre l'analyse décrite au 

paragraphe précédent, la methode de détection par la kappa 

carraghenase est plus sensible. El le permet donc de déceler 

la présence de kappa carraghenane dans des fractions 

contenant de trés faibles quantités de substrat. La non 

détection de kappa carraghenane dans une partie des 

fractions isolées du carraghenane total est donc 

significative. 

Nous n'avons pas pu identifier les autres types de 

carraghenanes présents dans les fractions, la quantité de 

matériel dans chacune d'entre el le ne permettant pas de 

réaliser des analyses par RMN. 



Volume, ml 

Figure 24- Courbe d'élution sur colonne Sephacryl S400 du carraghenane 

total de l'échantillon R42 de R. verruculosa. 

carraghenane total 

O teneur en sucres réducteurs obtenus par hydrolyse des fractions 

correspondantes par la kappa carraghenane. 

Vt= volume d'élution du galactose. 

# - exprimé par rapport aux sucres totaux 



D - Discussion 

L'étude préliminaire des carraghenanes de Rissoella (3éme 

partie) a permis de mettre en évidence un certain nombre de 

relations entre ces polyméres: 

Le beta carraghenane coexiste toujours avec le omega, mais 

jamais avec 1 e kappa . 
De telles relations sont pour nous significatives dans la 

mesure ou le beta carraghenane, qui n'est pas sulfaté, 

l devrait pouvoir etre séparé facilement des 2 autres 

carraghenanes si les différentes structures ne sont pas 

1 

I liees. Les résultats concernant les relations entre le beta 

et le omega carraghenane d'une part et le beta et kappa 

carraghenane d'autre part doit être prise en considération 

dans toute hypothése sur d'éventuelles relations 

biosynthétiques entre ces molbcules, dans la mesure où l'on 

peut facilement concevoir un mécanisme permettant le passage 

/ direct de l'un h l'autre type de structure. 

Le kappa carraghenane a égal ement toujours été rencontré 

I coexistant avec le omega quel le que soit la méthode de 

fractionement utilisée. 

Le fractionnement sur gel S400 a montré que ce polymére 

n'est présent que dans les fractions d'élution correspondant 

à des masses moléculaires intermédiaires. La courbe 

l j  d'élution S400 du carraghenane total montre que les 

1 f ract i ons dépourvues de kappa sont re 1 at i vemen t peu 

abcndantes. Les structures omega étant largement 



prédominantes sur les kappa dans 1 e carraghenane total , 

comme le montrent les analyses RMN, la quantité de ce 

polymère est supérieure celle contenue dans les fractions 

dépourvues de kappa. Une partie du polymére omega doit donc 

coexiter avec le kappa carraghenane. Le fractionnement sur 

gel S400 ne permet donc pas de séparer le kappa du omega, 

mais montre une plus grande polydispersité de ce dernier 

pol ymére. 

Le fractionnement S400 de la fraction D.E.A.E. 3M ne permet 

pas non plus de séparer le kappa du omega. 

On peut toutefois remarquer que la non dissociation de ces 

deux polyméres est loin de signifier que les deux structures 

sont indissociables, dans la mesure 00 i l  n'est pas certain 

que les différents fractionnements utilisés aient &té 

vraiment appropries pour une telle séparation. 

En ce qui concerne la recherche de nouveaux types de 

carraghenanes, les différents fractionnements effectués dans 

le cadre de la structure fine n'apportent rien de plus que 

ce qu'A permis de mettre en évidence la premiére partie de 

cette étude sur la mise en évidence des principaux 

carraghenanes. Le sous-fractionnement des fractions D.E.A.E. 

en fonction de la masse moléculaire et l'analyse de leur 

teneur en sulfate, n'a permis de mettre en évidence aucun 

carraghenane contenant des unites alpha-D-galactose 

6-sulfate, qui auraient pQ etre des précurseurs du kappa 

carraghenane. 



D'autres résultats, obtenus dans le cadre de cette dtude 

fine des relations entre carraghenanes, ont permis de mettre 

en évidence une héterogénéité dans la distribution des 

polyméres de certaines fractions. Une telle hétérogénéité 

peut etre mise en tvidence dans la fraction D.E.A.E. 1 M, 

qui apparatt constituée de deux groupes de molecules, 

différant par la distribution de leurs masses moléculaires. 

Ces deux categories de polyméres contenus dans la fraction 1 

M sont caracterisées par un rapport beta/omega inférieur 8 

1. Parmi ces deux catégories, celle correspondant aux masses 

mol~culaires les plus élevées présente une distribution de 

ces derniers assez proche de ce1 le des polyméres de 1 a 

fraction D.E.A.E. 0,5 M. C'est ainsi que ces deux derniéres 

catégories de mo16cu1es se distinguent des autres par le 

fait qu'elles ne sont representées que par des molécules de 

grande taille. Nous pensons que les molecules de la fraction 

0,5 M ainsi que celles de la fraction 1 M correspondant aux 

masses moléculaires élevées pourraient représenter deux 

Ctapes d'une meme évolution biosynthetique au cours de 

1 aque 1 l e un carraghenane hybride beta-omega évoluerai t vers 

le remplacement d'une des structures par l'autre sans 

changement de masse moléculaire. Un tel processus a déjA été 

imaginé par Rees pour 1 a transf ormat ion du mu carraghenane 

en kappa (Weigl et Yaphe, 1966a). 

Une autre hétérogénéité, consiste en la détection par 

chromatographie sur couche mince de traces de kappa 



carraghenane dans les sous-fractions correspondant a de 

faibles masses moléculaires, isolées de la fraction 2 M. 

La quantité de polyméres contenus dans ces fractions n'a pas 

été suffisante pour que l'on puisse en faire l'analyse par 

spectroscopie RMN. Ces fractions représentent une partie du 

polymére correspondant au sous fractionnement fr 149-193 de 

la fraction D.E.A.E. 2 M. Ce dernier polymère, dont le 

spectre RMN est représenté sur la figure 23 montre également 

des traces de kappa. 

Les structures kappa détectées dans la fraction 2 M doivent 

différer de la majeure partie des kappa que l'on retrouve 

dans la fraction 3 M. Ce qui expliquerait la presence de 

kappa dans la fraction 2 M pourraft Ctre une conformation 

différente de ceux de la fraction 3M. 



SIXIEME PARTIE 
DISCUSSION GENERALE 



PARTIE - 9CUSSIflN GE- 

- PPET, DES OBJECTIFS ET JUSTIFICATION DE LA STRATEGIE 

L'étude des carraghenanes de R. verruculosg et de leur 

filiation biosynthétique est une entreprise que I'on aborde 

avec un regard tres différent suivant que I'on conçoit cette 

recherche comme une simple tentative de découvrir de 

nouveaux types de carraghenanes ou corme 1 'acqu i si t i on de 

données permet tant de comprendre 1 e mécan i m e  genéral de 

mise en place de ce type de pol ymére dans la paroi. 

Généra 1 emen t , l es espèces d'al gues carraghenophytes 

contiennent des melanges de molécules différant les unes des 

autres par des détails structuraux qui permettent de les 

distinguer mais aussi de les relier temporellement par 

l'intermédiaire d'une relation de biosynthése. Dans tous les 

cas, les recherches doivent donc commencer par un inventaire 

exhaustif des différents types constituant l'extrait brut 

issu des echantillons de l'espèce étudiée. 

La seconde &tape n'est jamais évidente concevoir car elle 

dépend évidemment des résultats de la première. 

Historiquement, les rares recherches sur les relations 

biosynthétiques entre deux carraghenanes n'ont eté 

entreprises que lorsque la présence sirnul tanée de ces deux 

molécules dans les extraits des espèces d'algues etudiees 

pouvait laisser supposer que l'une était un précurseur de 



l'autre. L'une des relations souvent observée a été la 

présence simultanée, dans l'extrait d'un meme échantillon, 

de structures dont l'unité alpha était constituée par du 

galactose 6-sulfate ou par du 3,6 anhydrogalactose. Du fait 

que ces deux types de carraghenanes étaient toujours 

rencontrés simultanément, les biochimistes ont étudié quels 

liens pouvaient les réunir dans une meme plante, et ont 

montré que d'une part les deux structures étaient liées ( 

Greer et Yaphe, 1984~>, d'autre part qu'une enzyme 

permettait le passage de l'une A l'autre (Wong et Craigie, 

1 978 > 

A la suite de notre découverte précoce du omega carraghenane 

et de la mise en évidence des autres types de carraghenanes 

présents chez R. verruculosa, i l  a fallu entreprendre 

l'étude des relations entre ces structures, sans pouvoir 

comparer nos observations A des modèles analogues. Devant 

l'absence de références et l'impossibilité d'imaginer 

parcomparaison un modèle ordonné dans le temps de la 

filiation entre ces molécules, nous avons décidé d'orienter 

nos recherches dans le but de déterminer les liens existant 

entre les différents types de carraghenanes partir de 

leurs schémas de répartition intra et intermoléculaires. 

Ainsi les deux étapes de notre recherche peuvent el les 

intervenir simultanément dans la mesure où la mise en 

évidence de nouveaux carraghenanes est basée sur des 

fractionnements permettant d'obtenir un enrichissement en 

ces mo1écules et que l'impossibi1ité de dissocier deux 



polymères par ces memes techniques fournit un indice 

permettant de suspecter des relations biosynthétiques entre 

elles. En ce qui concerne ce dernier objectif la 

méthodologie choisie est basée sur l'hypothèse suivant 

laquelle l'observation de relations de coexistence entre 

différents types de carraghenane aurait une signification 

biosynthetique. Une telle démarche repose sur une hypothèse 

qui peut apparartre spt2culative mais s'appuie également sur 

1 'exemple d'autres mol écu 1 es de carraghenanes pour 

lesquelles elle a étb vérifiée (Greer and Yaphe, 1984). La 

confirmation de cette hypothèse ne correspond pas A la 

stratégie choisie pour cette étude car elle fait appel A 

d'autres voies d'investigations. Notre projet se limite donc 

A dresser un inventaire des relations de coexist'ence entre 

les polyméres et A ne plus prendre en compte celles qui 

présentent des caractères tels qu'elles ne pouvent pas avoir 

de signif.ication biosynthétique. 

En nous referant aux travaux sur l'hybridation des 

carraghenanes (Greer and Yaphe, 1984~>, nous avons pensé que 

si des relations biosynthétiques existent entre ces 

carraghenanes, i 1 y a de fortes chances pour que les 

molécules présentant ces relations soient liées par liaisons 

covalentes. Démontrer l'existence de telles liaisons n'est 

pas toujours facile dans la mesure où les molécules de 

carraghenanes ont tenaances s'associer par l'intermédiaire 

de liaisons électrcstatiques. Nous avons donc pris la 

précaution d'utiliser une force ionique élevée pour éviter 



de telles associations. La non dissociation de deux 
1 
l 

polymères soumis h différents fractionnements n'est pas une 

1 preuve absolue de l'existence de liaisons covalentes entre 
1 

leurs molècules. Lorsque l'on ne connait pas parfaitement 

les propriétés physiques des polymères que l'on veut 

séparer, l'utilisation de méthodes de fractionnement basées 

sur des principes trés différents augmente la signification 

d'une non dissociation. Les conclusions doivent cependant 

Ctre formulées avec une grande précaution, et doivent garder 

une valeur relative. 

Nous avons donc adopté cette démarche pour séparer les 

carraghenanes de Rissoella. 

La diversi té des méthodes de fractionnement que nous avons 

utilisé a en outre l'avantage de permettre la mise en 

évidence d'éventuels carraghenanes minoritaires . En effet, 
la séparation aboutit finalement h un enrichissement en ces 

molécules, et elles peuvent etre détectées alors qu'elles 

étaient passées inapperçues auparavant. 

1 - Composition en carraghenanes 
Les spectres IR du carraghenane de P. verrucul osa que nous 

avons obtenus dés le début de cette étude semblaient 

indiquer que ce polymère était de type kappa. La 

l spectroscopie IR n'est cependant qu'une technique 



approximative d'identification d'un phycocolloTde, et ne 

permet que d'écarter certaines hypothbses. Dans 1 a seule 

Ctude publiée, h notre connaissance, sur le carraghenane de 

J ? .  verruculosa, celui-ci est décrit comme étant 

principalement constitué de structures beta coexistant avec 

des structures kappa nettement moins abondantes (Combaut et 

al., 1 9 8 5 ) .  Nos travaux ont montre que P. verruculosg 

contient surtout un carraghenane de type nouveau, que nous 

avons nommé omega, ainsi qu'un peu de kappa et des traces de 

beta. 

Cette différence d'identification illustre bien les dangers 

d'une interprétation hative de tels spectres. Notre 

raisonnement s'appuie sur un spectre RMN identique h celui 

présenté par Cornbaut et al. Ces auteurs ne prennent en 

compte que les carbones anomèriques pour l'identification 

des carraghenanes, alors que 1 'examen des autres signaux du 

spectre montre cl airement qu' i 1 s ne peuvent correspondre h 

ceux de la structure proposée. Notre identification du omega 

carraghenane est confortée par l'isolement de ce polymère 

dans une fraction dont le spectre RMN ne montre plus que les 

signaux que nous avons attribue h cette structure. La 

confusion avec une structure beta s'explique par le fait que 

celui-ci presente certains déplacements chimiques identiques 

a ceux de la structure omega. 

I l  nous parart donc important de mentionner que 

l'identification d'un carraghenane par RMN ne peut se 
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suffire de la seule analyse des signaux correspondants aux 

seuls carbones anomèriques. 

2 - Filiation biosynthétique 
La mise en évidence des structures omega et kappa dans le 

carraghenane de P. verruculosa nous a conduit A émettre 

l'hypothèse que celles-ci pouvaient dériver de précurseurs 

dans lesquels l'unité 3,6-anhydrogalactose était remplaçée 

par du galactose 6-sulfate. D'après cette hypothèse les 

carraghenanes seraient formés par désulfatation progressive. 

Toutefois la découverte de beta carraghenane coexistant avec 

les deux autres catégories nous a permis d'envisager une 

autre possibilité: celle qui ferait du beta le précurseur du 

omega et du kappa. 

Les résultats des expériences de fractionnement semblent 

confirmer cette hypothèse en ce qui concerne les relations 

entre le beta et le omega, qui constitueraient deux étaoes 

d'une meme filiation biosynthétique. Par contre de tels 

liens semblent ne pas exister entre le beta et le kappa. En 

dépi t des efforts que nous avons déployé pour apporter une 

réponse h cette question, nous n'avons, h 1 'heure actuel le, 

aucun argument permettant de formuler une hypothese sur une 

éventuelle filiation entre le kappa et les autres types de 

carraghenanes présents chez R. verruculosa. 

Parmi les espèces d'algues qui ont fait I'ob~et d'une étude 

biochimique, aucune ne contient qu'un seul type de 

carraghenane. Les différents auteurs qui ont travaillé sur 



ce sujet ont pris l'habitude de parler de carraghenanes et 

de leurs précurseursen se rCférant A 12 formation du pont 

3,6-anhydro par désul fatation du galactose 6-sulfate des 

unités 4-liees. 

A ce propos on peut s'interroger sur le terme de l'évolution 

naturelle des carraghenanes comme de celui des autres 

polygalactanes algaux. Il semble que leuvieil 1 issement" des 

ce 1 1 u 1 es d' a 1 gues contenant de 1 ' agar s' accompagne d'une 

dtsulfatation de la molécule et d'une formation de 

3,6-anhydrogalactose (Craigie et Wen, 1984).  Les résultats 

de notre étude plaident plutbt pour une évolution allant 

dans le sens de la sulfatation du polymére. Existe-t-il une 

raison physiologique pour laquelle le polym&re de certaines 

espèces se désulfateraient alors qu'ils subiraient la 

transformation inverse chez d'autres? 

3 - Mécanisme de la biosynthèse 

Si l'on admet que l'hétérogénéite d'un polymère reflète son 

évolution, on peut envisager deux hypothéses en ce qui 

concerne le mécanisme de cette evolution: 

L'hétérogénéite serait dQe une différenciation du polymére 

par addition de séquences de structures differentes, soit à 

une évolution progressive de la structure de certaines 

séquences. 

Le modèle de formation de omega carraghenane A partir du 

beta, s'il est verifié, plaide plutbt en faveur du deux!ème 

mecanisme. Nos résultats semblent en effet indlquer que les 



molécules hybrides beta-omega, (si el les existent), qui ont 

les masses moléculaires les plus grandes sont aussi les plus 

riches en beta. Cette dernière structure semble n'exister 

que sous forme d'hybride avec le omega, ce qui, h notre 

avis, indique une structure évolutive. Le omega 

carraghenane, qui présente 1'etat pur une grande 

pol ydispersi té, constituerait un terme de l'évolution du 

carraghenane de Ri ssoe 1 1 a. 

Un modèl e de biosynthèse par transf ormat ion de séquences a 

été mis en évidence pour les kappa, iota et beta 

carraghenanes, isolés respectivement des espéces Hv~nea 

musciformis (Greer et al., 1984), Eucheuma nudum (Greer et 

Yaphe, 1984b) et E. aelatinae (Greer et Ya~he, 1984a). La 

formation de ces pol yméres se ferait par désul fatat ion 

progressive de certaines séquences au sein d'une molécule de 

masse moléculaire élevée. Il est intéressant de remarquer 

que, chez p .  verrucuIosa, cette transiormat ion progressive 

de séquences se ferait par sulfatation du beta en ornega 

carraghenane. Ainsi un merne type de carraghenane pourrait se 

sulfater chez une espèce d'algue et se désul fater chez une 

autre. Les enzymes responsables de ce comportement différent 

restent en l'occurence h découvrir. 

4 - Loca 1 i sat i on des carraghenanes 

D'après certains auteurs (Ramus et Groves, 1972) la 

sulfatation d'un phycocollolde interviendrait après la phase 

de polymèrisation. On peut s'interroger sur le lieu de 



cette sulfatation dans la cellule. S'il était possible de 

distinguer des carraghenanes cytoplasmiques des 

carraghenanes par ibtaux, on disposerai t d'un excel lent 

argument pour demontrer le sens de la biosynthése. Les 

expériences d'obtention de parois isolées ne permettent que 

d'affirmer avec certitude que les omega, kappa et beta 

carraghenanes sont bien des composés paribtaux, ce qui ne 

préjuge en rien de leur appartenance eventuel le b d'autres 

compartiments cel lulaires. 

5 - Physiologie de la production des carraghenanes 
. v Les expériences sur G r a c  montre que, en 

croissance rapide, cette espèce contient un plus fort 

pourcentage de précurseurs de I'agar (Craigie et Wen, 1984) .  

D'après ces memes auteurs 1 es températures é 1 evées auraient 

le même effet que celui d'une croissance rapide. Il est 

d'ailleur difficile de dissocier ces deux effets qui 

seraient responsables des variations saisonnieres observées 

dans la composition des agar et des carraghenanes. Par 

analogie avec ce dernier systéme nous avons émis l'hypothèse 

que Rissoella en croissance rapide devait contenir plus de 

carraghenanes précurseurs que lorsqu'elle crott lentement. 

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que les 

echantillons en croissance rapide sont plus riches en 

structure omega cie faibles masses molCculaire (constituant 

la fraction KlalcFl) que les echantillons presentant des 

croissances lentes. Peut-on cire pour autant que le ornega 



serait précurseur d'autres carraghenanes? Nous ne le pensons 

pas. Ses structures omega, que nous considérons comme de 

plus petite taille que les omega des autres fractions en 

raison de leur grande solubilité, ne représentent qu'un 

pourcentage trés faible du carraghenane total. Il se 

pourrait que ces structures proviennent d'une sulfatation de 

structures beta dont la polymérisation serait interrompue A 

l'état de courtes chatnes, chez l'algue en croissance 

rapide. 

On peut, pour terminer, s'interroger sur la façon dont les 

variations de tai l le des molécules de carraghenane ou leur 

degré de sulfatation peuvent affecter la physiologie de la 

cellule algale, notamment en ce qui concerne les &changes 

hydriques. Une résistance accrue A la dessication a été 

invoquée pour expliquer que la paroi de certaines algues 

brunes était d'autant plus riche en polymères sulfatés 

qu'elles occupaient un emplacement élevé au dessus du niveau 

moyen de la mer (Quillet et de Lestang, 1972). Une telle 

constatation n'est cependant pas vérifiée dans le cas des 

algues tropicales (observations personnelles), pourtant 

exposées, dans cerains cas, A une plus forte dessication. 

GIE FUTU- 

L'étude du système carraghenane chez Rissoella et de sa 

biosynthése n'est qu'une étape dans l'étude plus genérale 

des différentes voies métaboliques permettant l'élaboration 



de la paroi des algues rouges. Les carraghenanesque nous 

avons observés ne constituent qu'un &lement important de la 

paroi de B. verruculosa. D'une façon générale, comme nous 

l'avons dit en introduction, nous ne savons presque rien 

chez ce type d'algues rouges des constituants coexistant 

avec les phycocolloïdes dans la paroi ce1 lulaire. De ce 

point de vue notre expérience d'obtention de parois isolées 

a permis de développer une méthode permettant une 

désagrégation progressive de la paroi, qui devrait permettre 

h terme la mise en évidence ces autres constitants. 

Les résultats acquis, permettent non seulement de connaitre 

les principaux constituants du systéme carraghenane de R. 

verruculosa, mais également de degager un certain nombre 

d'hypothèses sur leur biosynthèse. 

L'une des principales vérification qu'il faudra effectuer 

est celle qui consiste h faire dériver le omega carraghenane 

du beta. On peut pour cela soit utliser directement les 

méthodes habituelles pour la mise en évidence d'un processus 

biosynthétique (mise en évidence d'enzyme réalisant la 

transformation, marqueurs radioactifs), soit tenter d'isoler 

une enzyme hydrolysant spécifiquement le beta ou le omega 

carraghenane et de faire agir celle-ci sur les fractions 

dans lesquelles les deux polymères coexistent. 

Une autre approche, permettant d'obtenir des informations 

sur 1o biosynthèse, a été esquissée avec l'analyse de la 

polydispersit6 des masses moléculaires des aiff6rents 

polynères coexistant Ccns certaines fràctions. Cette voie 



doit etre poursuivie A l'aide de techniques de mesure des 

masses moléculaires plus rigoureuses et moins fastidieuses 

que celles que nous avons utilisées. 

Ainsi nous pensons que l'étude du "produit fini" aide à 

comprendre le mécanisme de sa biosynthése. 

Si I'on dispose aujourd'hui de méthodes fiables pour 

déterminer les structures des différents carraghenanes, i l  

n'existe pas de méthode générale permettant de déterminer 

avec certitude le mode de laison entre ces structures, dans 

le cas de molécules hybrides. Ces molécules seraient formées 

par al ternance de courtes séquences de différents types de 

carraghenanes. Il y aurait transformation progressive de 

certaines séquences d'une macromolécule homogéne pour 

aboutir à une telle hétérogénéité. On peut supposer qu'il 

existe des enzymes capables de reconnattre certains sttes de 

la molécule ce qui explique la discontinuité de la 

transformation. Quels sont les signaux de reconnaissance de 

ces sttes? La structure tertiaire de la molécule intervient 

elle dans le mécanisme de reconnaissance? I l  y a lh tout un 

aspect de la biosynthèse que I'on pourra commencer A 

explorer lorsque des méthodes permettant de connattre le 

mode d'alternance des différents types de carraghenanes , au 

sein d'une mo1écu1e hybride, auront été développ6es 

((courbes de neutralisation, etc...). 

La connaissance de ce mode d'alternance est également 

essentielle pour comprendre la physiologie de la paroi. Deux 

molécules hybrides de carraghenanes presentant la même 



composition mais disposées dans un ordre différent , doivent 

avoir des propriétés physiques trés différentes. C'est ainsi 

que Rees a montré que dans 1 es mol écu1 es de kappa, 1 a 

présence de quel ques séquences mu modi f i e total ement 1 a 

structure tertiaire de la molécule et permet une plus grande 

rétention d'eau (Rees, 19691. - 
Les molécules de carraghenanes sont caractérisées par un 

enchatnement de structures remarquablement répétitives, 

présentant un nombre restreint de variations, ce qui en fait 

un modéle de choix pour l'étude des facteurs agissant sur 

leur biosynthèse. A ce jour la plupart des recherches sur la 

structure de ces polyméres se sont limitées h un inventaire 

des différents carraghenanes coexistant dans l'extrait d'une 

même espèce ou dans une meme fraction de cet extrait. 

L'étude du mode d'alternance des différentes structures h 

l'intérieur d'une mol&cule de carraghenane permettra de 

savoir si la faible variabilité dans la composition de ce 

polymère se retrouve au niveau de l'organisation de ses 

constituants. Ainsi nous pensons que la pnysiologie de la 

Paroi dépend autant de sa composition en polymères que de 

leur organisation intramoléculaire. 
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Seaweed cultivation for phycocolloid in the Mediterranean 
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Introduction 

Hjynea nrusciformis from Senegal and French 
Corsica, and Chondrus crispus from French Bre- 
tagne have been cultivated during two consecutive 
summers, 1981 and 1982. The plants were cultivat- 
ed in tanks at the CNEXO research station in Ghi- 
sonaccia, on the east Coast of Corsica. The main 
purpose of the experiment was to demonstrate that 
the climatic conditions in Corsica allow the cultiva- 
tion of both temperate and tropical species. In a 
previous experiment (unpublished results), the cul- 
tivation of these two species had to be abandoned 
owing t o  contamination by epiphytes. It was sup- 
posed that large quantities of fertilizer, used at low 
seaweed density, were responsible for this. 

In this experiment, fenilizers were added propor- 
tionally to the increase of the seaweed density in the 
culture tanks to prevent growth of epiphytes. 

Material and methods 

The culture tanks are described in Fig. 1. Agita- 
tion was achieved by blowing air into the tanks 
from 0800 to 2000 h. Seawater was provided on a 
continous-flow basis. The flow rates. expressed as 
water exchanges per day. are shown in Figs. 2 and 3. 
The origin and dates of inoculation in the tanks of 
the cultivated seaweeds are shown in Table 1 .  

Fertilizarion. Seawater was enriched by the addi- 
tion of nutrients as two separate solutions: a ma+ior 
elements solution, with NaN03 1300 mM. NHdCl 
200 mM. S a H 2 P 0 4  75 mM: and a trace elements 

solution, with FeEDTA 20.66 mM, H3BO4 
24.46 mM, MnC12.4H20 6.13 mM, ZnS04.7H20 
0.51 mM, Na2MoG4.2H20 1.07 mM, CuS04.  
5 H 2 0  0.2 mM, C O ( N O ~ ) ~ . ~ H ~ O  0.1 mM. 

According to Ryther (1980). the addition of 
FeEDTA to the nutrient solution is essential for 
good growth, if the flushing rate in the culture tank 
is low. The nitrate concentration obtained in the 
tanks is shown in Figs. 2 and 3. 

Prevention of epiphyte growth. The amount of nu- 
trient has been supplied proportionally to the sea- 
weed density to avoid any excess in the tanks that 
would benefit the epiphytes (Hughenin 1976). T o  
prevent infestation by Enteromorpha spp., the cul- 
ture tanks were shaded with a fly screen, as long as 
the culture density was low. T o  control the growth 
of diatoms, the seaweeds were treated with GeOt at 
a concentration of 4 mg. 1-' for I O  h (Lewin 1966). 

Light conditions. Tanks were covered with a fly 
screen at low culture density (Figs. 2, 3). Sunlight 
intensity decreased during both summers from July 
to October, but the sky remained clear. Bad weath- 
er was encountered only from 30 September to 7 
October 1982. 

Results 

Eflect O-fnutrienrs. Figure 2 shows that the produc- 
tion of C. crispus in the 1981 experiment was in- 
creased by raising the NOj concentration to 18 pM 
or greater, but no such trend was obvious with H. 
niuscrforrnis. On the other hand, in the 1982 exper- 
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Fig. 1. Diagram of the culture tanks. 
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Tahle 1.  Origin and condition of inoculation of the cultivatcd seawecds. 

S pecies Strain Origin Date Conditions of inoculation 

Tank NO? Culrure 
concentrations dcnsity 
i r M )  (kg. m 2) 

H. musri/ornti.v Rockaya Senegal l7.vii.1981 C O 0.2 
R ockaya tank C 3 . i ~ .  1981 B transfer 5 0.2 
1 rcne Ajaccio, Corsica 2O.vii.1981 D O 0.8 
Monique Ajaccio. Corsica 29.vii. 198 1 D 2.9 0.65 
lsabelle Sagone, Corsica 5.ix.1981 D 18 0.5 

C. crispus Yane Bretagne 27.vii.198 1 E O 1 . 1  
H. muscijorniis Aminata Senegal 28.vii.1982 A O 0.6 

Myriam Senegal 28.vii. 1982 F O I 

iment, an increase in the yield of H. muscijormis 
was obtained when the NOj concentration was in- 
creased from O to  69 PM. At this highest NO; 
concentration, and with a culture density main- 
tained between 3.1 and 4.9 kg. m-*, a production of 
340 g. m-2, d-l (fresh weight), could be obtained in 
tank A. 

Raising the NO; concentration to  103.8 PM, dur- 
ing the same experiment, was followed by a de- 
crease in the yield, due to  arriva1 of bad weather on 
30 September 1982. Two attempts to  cultivate H. 
musciformis, collected at the same location in Ajac- 
cio, Corsica, failed. Strain Irene, receiving no ni- 
trate, turned white after four days and died. Strain 
Monique, supplemented with nitrate, exhibited a 
darker color after four days, but became epi- 
phytized after seven days. and died. The same 
plants left in their original habitat also turned white 
and died three weeks later. 

Strain Isabelle, a H. nzusciformis from another 
location in Corsica. receiving relatively high nitrate 
concentration, grew rapidly for two weeks. I t  then 
became epiphytized and had to be discarded. 

Conirol of epiphyres. The development of epi- 
phytes was prevented by increasing the NO; con- 
centration proportionally to the increase in the 
seaweed density in tanks A. C, E and F. H. musci- 
formis. strain Rockaya. clean of epiphytes in tank 
C, was epiphytized by diatoms when transferred to 
tank B. at high NO3 concentration. This diatorn 
growth was stopped by trealment with GeO?. 

Factors influencing the developmenr of epiphytes 
were studied in an experirnent in which seawater 
was run at four exchanges Fer da) in tu'o tanks left 
without any cultivated seaweed. One of the tanks. 

shaded with a fly screen, had its walls covered with 
diatoms after ten days. After the same period of 
time, the walls of the second tank, left unshaded, 
were covered with Enreromorpha spp. and very few 
diatoms. 

Culrure densirp. The highest culture density tested 
was 6.3 kg. m-2, in tank F, and corresponded t o  the 
maximum yield. In al1 tanks the same proponional- 
ity between culture density and yield was found. 

Flushing raie. The yieids were almost the same in 
tank F, receiving4.5 exchanges per day, arid in tank 
A, receiving 6.75 exchanges per day. 

h'irrogen upiake. A production rate of 308 g -  m-'V 
d-' was obtained with H. musc.$ormis in tank F .  
This is equivalent to an assimilation rate of 
0.079 g-at N.d l, assuming that 3% of the dry 
weight of the plant is N, and that the dry weightl 
fresh weight ratio is 0.12. This N production was 
obtained with an input of 198.7 mm01 NO?. d-' ,  and 
30.57 mm01 N H T .  d - '  in the influent water. This is a 
total input of0.229 g-at h' .d- ' .  The efficiency in the 
assimilation of nitrogen was 0.079i0.229 >( 100 = 
34.4%. 

Tahlc 2 .  Average temperoture in the tanks 

Dates 



Discussion 

Climatic conditions of Corsica. during summer. 
allow the cultivation of a tropical species, Hjpnea 
n~usciforniis. and a temperate species. Chondrus 
crispus. Among the different strains of H. niusci- 
forniis tested, only the plants coming frc.,i Senegal 
were successful. lt seems that, in their original habi- 
tats. the strains from Corsica become unable to  
assimilate nitrogen, and die in the second half of the 
summer. These deficient plants showed a partial 
recovery. followed by infestation by epiphytes, 
when cultivated with addition of NO3. The strains 
from Senegal, on the other hand, are found most of 
the year in their natural habitats, except for two 
short reproductive periods (Mollion. 1975). 

The optimal parameters for best production of 
H. ntusciformis from Senegal are approximately 
50-70 pM NO;, and a culture density between 3 and 
6.5 kg. m-2. No direct measurement of nitrogen in 
the culture medium was made to evaluate the effi- 
ciency of the assimilation by the cultivated plants. 
An estimation of this efficiency has been obtained 
by comparing the seaweed production with the N 
load added to the culture medium. From this esti- 
mation of the efficiency, one can try to determine if 
the N load of the culture medium exceeds the assim- 
ilation ability of the plants. At 69 pM NO;, H. 
musciformis showed an efficiency of 34.4% in the 
assimilation of the nitrogen added. Ryther er al 
(1982) have demonstrated that, in a closed culture 
5ystem loaded initially at 2000 pM N, nutrient- 
starved Grocilaria assimilates 100% of nitrogen 
when it is supplied as N H f ,  and only 37% of this 
nitrogen supplied as NOj. The 34.4% efficiency, 
obtained in our experiment, is rather high, consid- 
ering that N was mostly NO;, and that the water 
was continuously flushed. This indicates that more 
N could probably be assimilated if the influent sea- 
water contained more NO;. 

The production performance of 340 g. m-* d-l 
(fresh wt), obtained at the end of September with H. 

musciforntis. couid be improved if a higher culturc 
density had been available as early as July. wher 
sunlight intensit: was at a maximum. If a highei 
growth is expected in June-July. and no growtt 
during the winter months, the production of 340 g. 
m 2.d 1 could be an average over the year. equiv- 
alent to 1 241 t .  na ' - a  ' fresh weight. Chondrus 
crispus. on the other hand, is better adapted to the 
winter light conditioris. Only low NO3 concentra- 
tions were tested on this species. The results showed 
that C. crispus can survive the summer conditions. 

From the performances achieved with H. musci- 
formis. the prospect of growing this species on an 
industrial scale is qot unrealistic. The ability of H. 
musciformis to survive the winter conditions in 
Corsica has first to be demonstrated. ! 
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latroduction 
a procedure based on gelation in 0.3 M KCl, separ- 

Rissuella verruculosa is a red alpa that grows profu- ation of KCI soluble and insoluble fractions and 

l stly in the Meditemanean, and was cultivated success- trcatment witb alkali (Craigie and Leigh 1978). Alkali 
fuily in tanks on the island of Corsica (Mollion cf  al. modification (Table 1) of carrageenans converts 40- 
1985). a-D-galactose bsulphate residues to 3,6 anbydro- 

The alga has a ce11 wail with a high content of 
carrageaan, whose structure was describcd as kappa- 
like carrageenan (Combaut el al. 1985). 13C N M R  
studits of the polysaccharide from samples collected 
in nature and in culture show a complex structure 
with kappa carrageenan as a minor component. We 
report the structure of carrageenan synthetized by R. 

a-D-galactose (3.6 AG). The formation of 3,6 AG 
increases the gelling properties of the molecule, and 
ailows for separation of an additional KCl insoluble 
fraction as Kl alk F 2  (Table 1). Sulphate was detcr- 
mined by a turbidimetric method (Craigie and Lei& 
1978), and anhydrogalactose with the resorcinol re- 
agent (Yaphe and Arsenault 1965). 

1 verruculosa and the isolation, by KCI fractionation 
and fiali treatment, of a new type of carrageenan Table 1.  Fractionation of R. w r m d o s a  carra?amn. 

containing 3-O-PD-galactose bsulphate linked to 4- 0.3 M 

O-3,Ganbydro-a-D-galactose. 0.3 M 
 ci K i  alk F1 sol. 

Klsol. - Klal) .  
Toial - 0.3 M N ~ O H  K I  alk F2 insol. 
extract N ~ B H .  

K2 insol. K2 alk 
Materid aod Metbods 

Samplcs R 38 and R 9 of R. vernrrirlosa (Ben.) J .  4. 
wert coilecttd on the coast of Corsica, France. A 
part of sample R38 was dtivated in tanks at the 
Frana Aquaculture Manne Station, Ghisonaccia 
and collcacd after one month as sample R42. The 
carrageenan was prcpared by precipita tion with cety l- 
trimethylammonium bromide (C. T. A. B .) as pre- 
viously describexi (Moilion 1978) and fractionated by 

Proton decoupled 13C NMR spectra were recorded 
on a Brucker AM 400 spectrometer at 100.62 M H z  
at 80". The chernical shifts (ppm) were measured 
relative to interna1 dimeihyl sulfoxide (39.6 ppm) and 
convertai inio values relative to external T. M. S. 
Distortionless enhanament by the polarization- 
transfer (DEPT) pulse technique was used (Doddrell 
et al. 1982). 
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550 Mollion et al.: Isolation of a neu type of carrageenan from Ris.cnrlla vrrruculos 

Resulu and Discussion 

Exrracrion and fracrionarion 

The extraction yield and percentage of each fraction 
is shown in Table II. The 3.6 anhydrogalactoseiS04 
ratio of fraction K 2 alk. after alkali treatment of K 2. 
does no1 change, suggesting that fraction K 2 lacks 
precursors of 3,6 AG. Similar treatment cC K1 results 
in an increase in the ratio in fraction KI alk F2. 
More research is neccss?.y to wnfirm thai this is due 
to 3,6 AG precursors. 

Table Il.  Analysis of carrageenan fractions. 

- - -- 

Fractions. R 43 R38 R 9  
yield % 3.6 AG yield % 

sot 
total carrageenan 59.9 67.1 56.4 

K lC 27.3 0.90 4.7 16.1 
K T  61.3 1 .O6 73.7 73.7 

I( 1 alkd 66.8 1 .O8 78.9 66.1 
K2aikd 75.6 1.10 94.1 

K l a i k F I e  55.9 0.94 28.8 
K l a i k F T  34.8 1.76 46.6 

- -- - 

tec Table 1 for description of fractions 
molar ratio of 3,6 anhydrogaiactose to total sulphate 
KCI soluble and insoluble fraction: yield % of total extract 
yield % ncovered from alkali treated KCI soluble and 
msoluble fractions 
yield of KCI soluble and insoluble fraction from alkali 
trcaicd KCI soluble fraction of carrageenan 

'-'C NMR analysis of carrageenan in differenr fractions 

The I3C NMR spectrum of fraction R 4 2 K l  a& FI 
S C 1  soluble fraction) has 12 peaks (Fig. 2), suggest- 
ing that this fraction consist of disaccharide repeat 
units. The proposed structure (Fig. 1) of a neocarra- 
biose repeat unit containing 3-O-@-D-galactose 6- 
sulphate was deduced from the l3C NMR data. The 

Table 111. "C NMR chemical shifis for carraganan fraction 
R 42 Kl alh FI and R 42 K 2 from R. vrrrutulosa and he - 
carragccnan, with thc correspondinp structures deduad fro 
their assignmcnts 4 
Carrageenan Cl C 2  c3 c 4  CS C 6 \  
fractions 

R42 K1 alh FI A 94.6 70.2 79.6 78.7 76.9 69.5 
102.7 69.5 80.2 66.0 72.9 67.3 

this fraction also contains the shifts for A and G; chemical 
shifts for A' and G' are similar to thosc proposed for kappa 
carrageenan (Rochas et d. 1980). 

"ta carraganan from Euchcwna gelaiinoc J. Ag. (Greer and 
Yaphe 19S4). ! 

The structure for AG and A'G' were also pven for the \ 
polysaccharide from Phyllophora ncrvoso with "C N M R  j 
chemical shifts similar to the values obtained for R42 K 2 i 

(Usov and Shashkov 1985). \ I 

The Cg of the galactose unit exhibited a downfield 
.jhift of 5.9 ppm, indicating a C6 sulphation on the 
galactose unit (Lahaye and Yaphe 1985). This substi- 
tution was confirmed by the upfield shift of A6 = 
-2.4 ppm for Cs and -0.5 ppm for C4 of the 
galactose unit and by the downfield shift of +0.7 
ppm for C4 of the 3,6 AG unit. This proposed struc- 
ture was further wnfirmed using a DEPT sequence 
ailowing the detennination of carbon bearing substi- 
tution. As expected the two Cg carbons, bearing two 
protons, were detected as negative peaks in the DEPT 
spectrum. Thus the assignments of the two C6 carbon 
atoms at 69.5 and 67.3 ppm are wnfirmed. 

13C NMR chemical shifts of this stmcture (Table The spectrum of the KCI insoluble fraction of carra- 
III) were very similar to the chernical shifts of beta geenan fraction R 42 K 2 (Table 1) contains 12 peaks 
carrageenan (Greer and Yaphe 1984) exapt for car- assigned to the repeat unit in fraction R 42 K1 alk FI, 
b n s  Cg, Cs* C4 of the galactose unit and for C4 of and additional peaks ulith chemical shifts that have 
the 3,6 AG unit. been attributed to kappa carrageenan (Rochas er al. 

1980). A similar spectrum was reported (Yarotsky er 
al. 1978) for the carrageenan from Phyllophora ner- 

, vosa ( D e  Cand.) Grev. and described as hybnd carra- 
geenan containing kappa repeat units and the disac- 
chande presented in Figure 1. Usov (Yarotsky er al. 
1978) refers to this structure, confvmed by methyla- 

OH tion studies (Usov and Arkhipova 1981), as an un- 

Fig. f .  Roposed stnictw of the -t unit in carrag-ao u~ual  repmentative of carrageenan of the kappa 
f d o n  R42 Kl alk F1 from R. verruculosa. m. 
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1 F i g  2. 13C NMR rpecira o f  carrageenan from R vrrruruloro ( A )  Fraction R 42 K 2 and (8) R 42 K I  a11 FI (se Tablc 1). G .  A 
and G', A' respectivel' rcfer to galactose and 3.6 anhydropalaciose residues in disacchande rcpeat unit of  omega and Lappa 
carrapanan (Table III) 

We have isolated a carrageenan from R .  verruculoso presents a new t ype  of carrapeenan and we suggest 
that hcks 3-O-0-D-galactose Csulphate and thus is thar it be called omega carrageenan. The 13C K h l R  
not a member of the kappa g o u p  of carrageenans spectra of fraction R 42 K 2 ail;. R 42 K 1 alk FZ. 
(McCandless and Craigie 1979). The carrageenan R 78 K 2 and R 9 K 2 aI1, are identical to thar obtained 
containing 3-O-fi-D-galactose bsulphare (Fie. 1) re- with R 42 K 2.  

Botanica Marina / Vol. XXIX / 1986 / F a x  6 
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- - 

The carrageenan from R. vcrruculoso has an omega- Acknowledgements 
kappa hy3rid structure and noi a kappa-bela (non 
sulphated neocarrabiose), as prcviously reported 
(Combault er al. 1985). Canageenans with a mixed 
omega kappa structure have a greater gelling capacity 
than polymers of crmega carrageenan. The low gelling 
propenies of the omepa carrageenan accounts for ils 
separation in the KCI soluble fraction K1 alk FI. The 
effecl of 6-0-sulphation on the rheolopcal propertics 
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13C hWR study of the heterogeneit? of the carrageenan from 
Rissoella verruculosa (Bert .) J .Ag. (Rhodophtya) 
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Abstrm. T k cMxistcncc of u- and r-type polymers in the camgccnan system of R i ~ ~ w l l o  vcrrucnlorcr 
led us to investtgatc îJw possible prrçursors for these strunures. No hiphl' sulphatcd arnpeenan similar 
10 what has bem reponcd as precursor of most campeenan was found. Isolation of a third component. 6- 
carrageenan. H rrponcd. Fractionaiion by DEAE chrmtognpb? shows rhar thir ianer polymer alwa).s cm 
e u s u  wiih u but i s  ncver fwnd in the fractions conraininp r .  The sipnificancc of i h i s  c~x i s tencc .  as a 
plcliminq rpprolch to atsblish bios)nhccic rclauonsiups b a n  *se diffemic c m q œ ~ n s .  is drxwsed. 

Introduction 

Carrageenans are a spearum of polysaccharides with a cornmon backbone of alter- 
nating a (1 -3)-. 6 (1 -4)-linked ~-galactoSe residues. The repeat uni& are often 
substimted with ester suiphate groups and the 3.6-anhydrogalaaose form of the 4-linked 
a-~galactopyranosyl residue. In a previous study we reponed the structure of a new 
type of carrageenan from the red seaweed Rissoello verruculosu (1). The name w- 
carrageenan was given to this polymer, which is found with another carrageenan, 
designated as x (2). as the main water-soluble molecules extracted from R. vermculosa 
(1). 

Classification on the basis of the sulphation pattern of the 3-linked @-~-gala~to- 
pyranosyl residue (3-5) indicates that ùiis carrageenan consunites a neu farniiy , defined 
here as the w farnily (Figure 1).  

cL>Carrageenan could be isolated by KCI fractionation and alkali treatrnent as a soluble 
polymer and separated from an insoluble x -u mmixed structure. Gravimetric measure- 
ment of the isolated w and the comparison of the intensity of peai.s for each type of 

. polymer in the ')c NMR spectrum from the mixed structure show that w-carrageenan 
is predominant over x .  The purpose of this snidy was to look for precursors for both 
w and x smicnires in the carrageenan extracted from R. vemrculosa. It is generally agreed 
that, in the formation of most carrageenans, the 3.6-anhydrogaiactose unit derives from 
a 6-sulphated galactose precursor, as descnbed in Figure 1. Suîh a precursor for x 
from other rcd aigae was show to be psurageenan. a highly sulphated, cold extract- 
able polyrner (6). 

Different methods were used to obtain polymer enriched in 6-sulphated galactose 
precursor units. 

One of the ennchment procedures is bas& on the increase in the solubility of the 
polymer when the 3,6-anhydrogalactose unil is rrplaced by a bsuiphated galactose. 
This property ailows carrageenan to be obtained beanng 4-linked, 6sulphated galac- 

h s s  Limlcd, Oxford. Englmd 4 13 



OR OR 
= : y COQRAGEENAN 8 R = H : 8 CARRAGEENAN 

R = 503 : PRECURSOR FOR b( CARRAGEENAN R =  Sm- :r( CARRAGEENAN 

KAPPA FAMlLY 

tiR OR 
R=H : y CARRAGEENAN R = H : K CAFIRAGEENAN 

R= S m  : 9 CARRAGEENAN R = S G  : \ CbRRAGEENW 

LAMBDA FAMILY OM€GA FAMILY 

A CARRAGEPIAN W CARMEENAN 

a 
THIS CARRAGEENAN WAS DESIGNATED AS DELTk CARRAGEENAN (11 ) , THIS 

NAME WAS ALSO GlVEN TO A STRUCTURE REFERED AS .DEVIAKT IOTA-(I~) 

Fig. 1. Rcpeating disacchande StniCNTeS of carragëënan and the desulphation of Ihe 6-sulphated 
galactose uni& inio 3.6-anhydrogalactose 

tose by a pre-extraction process at 20°C the rest of the carrageenan bearing 
3.6-anhydrogalactose and remaining insoluble. 

Another enrichment procedure is based on the lower gel strenpth obtained in the 
presence of K+, when the 3,6-anhydrogalactose is replaced by a 6-sulphated galac- 
tose unit. This allows Wonat ion of the carrageenan into a KC1-soluble fraction, enrich- 
cd in 6-sulphated galactose precursor and a KC1-insoluble fraction. We could not find 
any carrageenan bearing this type of precursor structure after enrichment by these two 
procedures. 



Another technique !o isolaie the most charged polymcr is of fractionation on DEAE 
Sephadex. No cavageeiian bearing *.)-linlied. 6-sulphated galactose could be found. 

We repon the results from rhe separation and the isolation hy this technique of the 
B structure. a third component in the carrageenan system from R.r~~rruculosa. 

Materials and methods 

fitraction 

Sample R42 of R.vernrculoso (Ben.) ].Ag. was obtained from a tank cult&ation cxperi- 
ment as previouslg described (1). The carrageenan was prepared by precipitation with 
cetyltnmethylammonium bromide (7). and fractionated by a procedure based on gela- 
lion in 0.3 mol/dm3 KCI. 

KCI froctionation 

Fractionation of sample R42 by 0.3 mol/dm3 KCl allows separation of a soluble frac- 
tion, referred to as R42 KI. from an insoluble R42 K2 fraction. 

DEAE Sephaàex A-25 frocrionation 

DEAE Sephadex was prepared in the chioride form by washing with 0.5 mol/dm3 
HCI, 0.5 mol/dm3 NaOH and 0.5 molldm' HCI. The gel was then rinsed extensivel) 
with distille. water. 

A solution of carrageenan (130 mg) in distilled water (30 ml) was added to 50 ml 
of Sephadex gel in a sintered plass funnel. The following concentrations of sodium 
chloride were used sequentially to elute the polysaccharide fractions: 0.0.2, 0.5, 1 .O, 
2.0 and 3.0 mol/dm3. The temperature of the eluent was maintained at 50°C. 
Appropriate fractions were combined, dialysed and frteze dried. 

Hydrolysis of carrageenan b?. x-carrageenase 

Carrageenan (0.25'3 wlv) was dissolved in 0.05 molldm3 sodium phosphate buffer. 
pH 7.5. and hydrolysed for 24 h at 30°C with an excess of x-carragenase obtained 
from the bacterium Pseudomo~s carrapeenovora provided bp Dr Yaphe. The a -  
carrageenan degradation was evduated b> migration of supars using TLC. 

l3 c NMR spenroscopy 

Protondecoupled I3c N M R  spectra (1 10.62 MHz) were recorded on a Brucker Ahl 
400 spectrometer at 80°C. using a 5-mm dual probe. The chernical sh~fts @.p.rn.) were 
measured relative to internai dimethpl sulfoxide (39.6 p.p.m.) and convened into vaiues 
relative to extemai TMS. 

AMiyrical measirremenrs 

Total carbohydrate was measured by the phenol -sulphunc acid method, using gaiac- 
tose as a standard (8). 

Sulphate was determined by a turbidimetnc methcd (9). 
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Fie. 2. I3c NMR spectrum of the polymer obmined hy cold extraction of R. ~ r m c u l o s a .  G and A 
refcr rcspeciivel) to the galactose and 1.6-anh~dropalaciose uniis 

Analysis of the polymer obrained bj  cold extraction 

CTAB precpitation of the cold extract from sarnple R44 yielded a polymer represent- 
ing 18% of the dry weight of the plant before extraction. 

The I3c NMR spectrum from this polymer (Figure 2) shows that it contains mostly 
wcarrageenan, with traces of 8. The absence of x structure as inferred to from the 
NMR anaiysis was confirmed by the failure to undergo hydrolysis following addition 
of xcarrageenase. The presence of carrageenan bearing 4-linlied, 6-sulphated gaiac- 
tose residues would result in a chemical shifi in the 103- 105 p.p.m. range in the NMR 
specuum for the C-1 of the 4-linked a-D-galactopyranosyl residue (5,lO). 

Such a chemical shifi is totally absent from the spectrum of the cold-extractable 
polymer. 

KCI fractionarion of rotal carrageenan 

The 0.3 molldm3 KC1-soluble R42 K1 fraction and the 0.3 molldrn' KC1-insoluble R42 
K2 respectively represent 27.3% and 61.3% of the total carrageenan. The I3c NMR 
spectra of the polymers from these fractions are shown in Figure 3. The latter spec- 
trum is interpreted as resulting from a mixture of predominantly w-carrageenan with 
a lesser arnount of x ,  whereas the spectrum of R42 K1 consists almost entirely of w 
with traces of x . 

As no chemical shifi was found in the 103 - 105 p.p.m. range, we can assume that 
no 4-linked, 6-sulphated galactose unit is present in the fractions, at least at the level 
of detection pennitted by the NMR technique. 

DEAE fracrionarion of toral carrageenan 

No polysaccharidic fractions were obtained on elution by H 2 0  or with ionic strengths 
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Fi. 3. I3c NMR spaxa of frimons R42 K1 and R42 K2 from the carragecran of R ~ r m c u l o r o  G. 
A and G ' ,  A'  rcspxuvel) rcfer 10 the gala t tw and 3.6-mhydr~galaaosc rcsidues in the disacctrandc 
rrpcat unit of L- and 1 i arngunan  

below 0.2 rnolldm' NaCl. The quantities of eluted polysaccharides obtained sequen- 
tially in the 0.5 mol!dm3, 1 rnolldm', 2 mol/dm3 and 3 molldm' NaCl fractions are 
shown in Table 1. Boiling the DEAE gel for 3 min was necessr) to  remove poly- 
saccharidic material at an ionic srengh above 2 mol/dm3 NaCl. ln a parallel experi- 
men;, venfication was made that the DEAE A 25 gel djd not yield any polysaccharidt 
when eluted under the same conditions. lnsolubilization of the carrageenan at dus ionic 
strength rnay be the reason for its retention on the column at 40°C. 
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Tablr 1. A m n i  of maicrial obiaincd rt diflcrcnt lonic strcngth3 h! DEAE fractionation of thc 
carrageenan sample R4? from R. ~rmcr-uloso 

Fraction (rnolldm') Perccntage of total carrageenan 

0 .5  6.5 
1 16.5 
2 14.5 
3 48.0 

85.5 Percentage y icld 

The "C NMR spectra for the different fractions are shown in Figure 4 and their 
S 0 4  values in Table 11. 

The spectra of the 0.5 and 1 mol!dm3 NaC1 fractions contain 12 peaks assigned to 
the repeat unit of a-carrageenan ( 1 ) and additional peaks with chemical shifts that have 
been assigned to Bcarrageenan (4). 

Quantitiave estimation of the size of different peaks relative to both structures shows 
that Barrageenan prevails over w in the 0.5 mol/dmf fraction, whereas an inverse 
ratio is observed in the 1 molldm' fraction. 

NMR studies of the 2 and 3 molldm?ractions show thar the former contains pure 
cc.-carrageenan, with chemical shifts as shown in Table III, and the latter both w and 
x structures. Detection of x-carrageenase confirms the presence of this polymer in the 
3 mol/drn3 fraction. Traces of oligosaccharides were detected in the 2 molldm' fraction 
after hydrolysis with x-carrageenase. It shows that xcarrageenan might be present in 
the 2 mol/dm3 fraction. aithough in quantities too small to be detected by NMR spec- 
troscopy . 
SO, content increases with ionic strength in the 0.5 to 2 mol/dm3 fractions and then 

decreases in the 3 mol/dm3 fraction. 

No highly sulphated carrageenans. sirnilar to those described as precursor for major 
carrageenans, could be isolated by the different fractionation procedures used in this 
study . 

Cold extraction yielded a polymer containinp mostly o structures, with traces of B. 
The absence of x-carrageenan in the cold extract indicates a lower solubility of this 
polymer, as compared with w, or an absence of low mol. wt representative~ of this 
type of carrageenan in R.vemculosa. 

DEAE fractionation ailows isolation of &carrageenan. a third representative of this 
type of molecule, in addition to cc. and x previously described in the extract from R. ver- 
ncculosa. 

Whether this B structure could be a precursor for both o and x structures should 
be considered. 

The presence of hybnd y-, 8- and xcarrageenan in Eucheuma gelarime was 
demonsnated by Yaphe who suggested that could be the precursor for x (4). 

This biosynthetic pathway in which sulphated carrageenans derive from the non- 
sulphated &carrageenan is quite opposite to the desulphation concept generaily argued 
for biosynthesis of carrageenan (Figure 1). 
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Fig. 4. ' )c NMR spectra of framons obuined ai dificrcnc ionic strcnphs by DEAE fnctionation of 
umgam m p l e  R42 from R. wmcvloso nic following symbols rclcr respectiwl) to the galactose 
."d 3.hnhydrogalactosc rrpeai uni& of 8- (A.G). I- (A'.G') rnd II- (Am.G') u m g a n a n .  



Table II. S04 content of diffcrent DEAE fractionz frorn carrapeenan sarnple Rd2 

Fraction (molldrn') SO,' ( 5 ) 

'Percentage relative io total carbohjdrate in thc fraction 

Table 111. '?c NMR chernical shifis for the pol>rncr ohtained in DEAE 2 rnolidrn' fraction from 
carrageenan sarnple R4S 

Unit C- 1 C-? C-3 C 4  C-3 C-h 

A* 94.6 70.7 79.6 78.7 76.9 69.5 
Ga 102.7 69 5 80.2 66.0 72.9 67.3 

'A and G refer respcctivel> to galactose and 3.6-anhydropalatose rcpcat units. as described in 
&-carrageenan ( 1 ). 

One approach to the biosynthesis of these polymers is the observation that a car- 
rageenan structure is often bound to its precursor within the same molecule. Blocks 
of repetitive carrageenan structures altemate with precursor units. forming long chains 
of what was referred to as hybrid carrageenan b) Yaphe (4). This implies that both 
structures cannot be separated by any fractionation procedure unless hydroylsis occurs. 

We were unable to separate 8- from u-carrageenan by DEAE fractionation. No 6 
could be found in the fraction eluted by solutions with ionic strength lower than 
0.5 molldm3 NaCl. 

One can therefore assume that this neutral polymer is bound to the charged w- 
carrageenan either by covalent linkape or through electrostatic association. The results 
obtained in this study conceming the relationship between the two polymers reinforce 
the probability of 8- and ucarrageenan being pan of the same biosynthetic filiation. 

The S 0 4  content of the DEAE fractions increases with ionic strength of elution bet- 
ween 0.5 and 2 mol/dm' NaCI, and refiects the decrease in 0 contenr. The sulphation 
level in the 3 molldm3 fraction, containing x -  and a-carrageenan. is lower than in the 
2 molldm3 fraction, containinp almost exclusively o. These structures contain only one 
S 0 4  group per disaccharide unit. This would give a 25% theoretical value for S 0 4  

' 

content in x- or o-carrageenan. Desulphation of the polymer in the 3 mol/dm3 frac- 
tion cannot be detected by NMR studies and cannot play a sipnificant role in explaining 
the low S 0 4  values observed. No explanation can be given from this study to account 
for the high S 0 4  value in the 3 mol/dm3 fractions. 

x-Carrageenan dws not co-exist with 6 in the fractions obtained from DEAE. The 
possibiiity that x derives fiom is therefore very unlikely. The quantity of the polymer 
precursor to x may be very small which explains why they could not be seen on the 
NMR spectra. 

More fractionations should be carried out until potential precursors for x can be 
isolated in sufficient quantity to permit NMR identification. 
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