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RESUME

Un nouveau type de carraghenane a e¢té extrait de 17algue
rouge Risscella verruculosa. Ce polymere, nommé omega
carraghenane, a été isolé et identifié par spectroscopie RMN
au 13¢. R. verruculosa contient également deux autres types
de carraghenane: le kappa et le beta. Ce dernier polymeére
n‘a pu @tre dissoci¢ du omega carraghenane, ce quj permet
d’envisager 1’hypotheése d‘une filiation bilosynthétique liant
ces deux molécules. Ceci se traduirait par l’7existence de
molécules hybrides constituédes d’une alternance séquences
omega et beta. Le kappa carraghenane semble ne présenter
aucun lien avec la structure beta.

La chromatographie de permeation sur gel a montré dque le
beta carraghenane n’était constitué que de polymeres de
poics moléculaire élevé, alors gque le omega presente une
plus grande polydispersité. Un modéle de construction du
omega carraghenane a partir du beta est proposé. Une telle
filiation biosynthétique est tres differente de celle
proposée par différents auteurs pour dfautres systemes
carraghenanes.

SUMMARY
The carrageenans of Ri 1l1a verrucul -~ A study

of the filiations in differents carrageenan systems.

A new type of carrageenan was extracted from the red alga
Risscella verruculosa. This polymer, designated as omega,
was isolated and identified by 13¢ 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 |inkage
between kappa and beta structures could be demonstrated.

Gel permeation chromatography shows that beta carrageenan
consist of high molecular weight polymers, whereas omega
exhibit higher polydispersity. A model in which omega
carrageenan would derive from beta is described. The
proposed biosynthetic filiation is quite different from what

was demonstrated in various carrageenan systems from other
algae.
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INTRODUCTION GENERALE




I - Si tj U_Su,j

Depuis déja un certain nombre d‘années les bioiogistes
ne décrivent plus la paroi végétale comme un élément
cellulaire inerte dont la seule fonction serait, grace 4 ses
propriétés mécaniques, de protéger l1‘intérieur de 1la
cellule. La tendance actuelle consiste plutédét & 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 été développée a propos des relations
"hote-pathogéne" chez les végétaux supérieurs (Darvill et
Albersheim., 1984).

La paroi des algues apparalt de plus en plus comme un
modele comp l exe capable de réagir rapidement a des
modifications de son environnement. - Des variations
structurales ont été observées chez certains polyméres de la
paroi des algues marines, exposées A diverses conditions
physioclogiques (Craigie et Wen, 1984).

Les premieres ¢études ont été entreprises sur des
colloldes extraits de la paroi de certaines algues rouges
parce qu’ils présentaient un intérét industriel. De tels
polyméres sont désignés sous le nom de phycocol loides.

La principale caractéristique des phycocolloldes est qu’ils

sont constitués d’un nombre réduit de catégories de




monosacchar ides, regroupés en unités répétitives et qu’ils
forment de longues chatnes. Cependant, les polyméres qui
constituent les phycocolloides d’une espéce donnée sont
susceptibles de différer les uns des autres, par la nature
et la position de leurs substituanfs et par 17alternance de
plusieurs types de séquences. On peut ainsi parler d’une
hétérogénéité dans la composition chimique d“un
phycocolloide. Si on admet que le fonctionnement d‘une voie
biosynthétique conduit a 17élaboration d’un polymére plus ou

moins homogéne, on peut penser que cette hétérogénéité

- apparatt secondairement sous 1‘’effet de facteurs externes

soit par réarrangement interne et transformation de
certaines séquences de la macromolécule, soit par addition
de polymeéres nouvellement synthétisés. Ainsi les différentes
séquences d‘unités répétitives, a4 l‘origine de cette
hétérogénéité, constitueraient la matérialisation de cette
évolution biosynthétique.

La reproduction de la plupart des especes obéit & un
rythme saisonnier. Les phycocolloides qui en sont extraits
présentent en général des variations dans 1 hétérogénéité de
leur composition chimique, calquées sur ces cycles
saisonniers (Mollion, 1978, Dawes, 1981, Whyte ét al., 1981,
Mathieson et al., 1984).

D7autres variations dans la quantité et la qualité de ces
phycocol loTdes en fonction de 174ge des tissus (Cra;gie et

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




Christiaen et al., 1987, Craigie et al., 1984 ont été
observées.

Ainsi les ditférentes formes chimiques gque peuvent prendre
les phycocolloides & 1‘intérieur de la paroi seraient des
marqueurs événementiels de la physiologie de la cellule
algale.

L’étude de la distribution de ces marqueurs en fonction de
1"4ge de la plante montre que ceux-ci sont mis en place
progressivement, suivant un ordre donné. Cette constatation
est compatible avec 1‘idée d’ une évolution continue dans la
constitution chimique du phycocolloide. 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 modele définitif de construction
de paroi n’a ¢té décrit actuelliement. Les polymeéeres
constitutifs de cette paroi ne sont connus gue de fagon
incompléte et le mécanisme de leur biosynthése reste le plus
souvent du domaine de la spéculation. Une étude visant a
mieux connaltre les réponses métaboliques de la paroi
végétale & des conditions physioclogiques 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
phycocol loTdes a d’abord été effectuée A& partir de récoltes
natureiles. En faisant appel a la culture intensive, les

producteurs ont surtout pensé ameéliorer gquantitativement



leur source de matiére premiére et abaisser les colts
d’exploitation. Simultanément on a constaté qu’il était
également envisageable d’améliorer la qualité des polyméres
en controlant précisément les conditions de culture
(Mollion, 1984).

D’une fagon générale, on peut dire que chaque fois que 1‘on
déceéle une hétérogénéité dans la constitution chimique d‘un
composé, on soupsgonne que son évolution se fait en plusieurs
étapes et on songe aux moyens d’accélérer ou de ralentir
cette transformation ou méme de la faire dévier, pour
obtenir un produit plus intéressant d7un point de vue
industriel. I1 est probable que dans 1“avenir, des
expériences de culture d7algues seront entreprises dang le
but d‘acquérir une technologie permettant de piloter
l1“évolution des polymeres 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 probliématique des
Phycocolloides, deux stratégies s’offrent aux chercheurs
pour la conduite des travaux visant & la compréhension de
leur métabol isme:

- A partir d’espéces déja bien étudides, affiner les modeéles
établis en s‘appuyant sur des données de plus en plus
précises.

- Explorer les potentialités du plus grand nombre d’espéces

disponibles pour aboutir & une présentation comparative des



résultats et a une intégration dans le cadre plus général de
la construction de la paroi végétale.

Pour illustrer cette dualité d‘approche on peut citer
l’exemple du carraghenane, phycocolloTde extrait de
certaines algues rouges. De nombreux auteurs ont choisi
l“espéce Chondrus crispus et entrepris 1/étude des
différents carraghenanes extraits de cette espece. Le
"gsysteéme carraghenane" de C. crispug est aujoud’hui
relativement bien connu, bien que les modalités de sa mise
en place dans la paroi ne sont aujourd’hui décrites que de
facon trés fragmentaire.

D7autres chercheurs ont pu mettre en évidence chez d‘autres
espéces d’algues des "systemes carraghenane” di fférant
gensiblement de celui décrit chez C. crispus

Nous avons choisi d’étudier les carraghenanes extraits d’une
espéce d’algue rouge‘méditérranéenne, i 11 verrucuy
(Bert.> J. AG., dans le but de disposer d’un modele
supplémentaire et de le comparer a ceux déja décrit dans la

littérature.

Le travail que nous exposons ici est congu comme un maillon
d’une étude plus vaste visant & une meilleure compréhension
du métabolisme de la paroi végétale. Le modeéle carraghenane
se Jjustifie dans la mesure ou ce polymére représente chez

les algues carraghenophytes une part importante de la paroi.



Le fait que ce polymeére présente dans la paroi certaines
variations se tradulisant par la présence simultanée de
plusieurs types de molécules facilement séparables et
reflétant 17état physiologique de la plante nous a poussé a
vouloir mieux connaitre son organisation dans la paroi. Une
des contributions possible a une meilleure connaissance du
métabolisme pariétal serait 1“élaboration d“un modéle
permettant de décrire la mise en place et 17évolution 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, a partir de celles-ci,
un certain nombre d’hypothéses sur leur biosynthése , afin
de pouvoir les intégrer dans une problématique plus vaste de
construction de la paroi. Dans le cas particulier de R.
verruculosa ceci nécessite une étude préalable de la nature
des différents carraghenanes et de leur organisation au sein
des différentes molécules. Aucune description du
carraghenane de cette esgpeéce n‘existe dans la littérature, a
]“exception d‘une étude récente (Combaut et al., 1985), dans
laguelle la structure du pfincipal représentant de ce
polymere est interprétée d’une fagon gui nous a paru erronée
Un autre aspect du probleme, gqu’il nous a paru intéressant
d’aborder, concerne la localisation des carraghenanes dans

la cellule de Rjigsoella. Une meilleure connaissance de




celle-ci non seulement permet de mieux comprendre les
relations des différents types de carraghenaneS, mais
constitue wune base indispensable pour [7étude de la
biosynthése de ces polymeres.

Les recherches que nous avons entreprises comprennent donc
trois grands volets:

- description et identification des différents types de

carraghenanes dans R. verrucyulosa et de leur hétérogénéiteé

- localisation de ces carraghenanes

- relations entre ces différents types de carraghenanes

En introduisant les résultats obtenus & la suite d‘une

recherche sur la physiocologie de la production de
carraghenane, il sera possible de mieux interpréter
l1“ensemble des données acgquises et d’en discuter les

implications biosynthétiques.




PREMIERE PARTIE
HISTORIQUE ET ETAT DE LA RECHERCHE




1 - LES DIFFERENTS TYPES DE CARRAGHENANES

Cela fait plus d’un siécle que 17on sait que les
carraghenanes sont composés de galactose. Le reste des
caractéristiques de ces polyméres, celles qui donnent & ce
type de molécules toute leur originalite, ont été
découvertes beaucoup plus récemment. Les carraghenanes ont
comme caractéristique commune un "squelet?e" formé de
résidus D- galactose; ceux-ci sont liés alternativement
alpha (1-3) et beta (1-4).Les premiers travaux ont porté
uniquement sur les extraits des algues Chondrus crispus et
Cigartina ssp. Il a été montré que les carraghenanes de ces
espéces pouvaient €tre fractionnés en 2 polysacchérides sur
la base de leur la sclubilité dans le KCl (Smith et Cook,
1953>. Les termes kappa et lambda ont été créés pour
désigner respectivement les fractions insolubles et solubles
dans le KCl. 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 présence dans le
carraghenane de cette espéce, de galactose substitué sur les
carbones 1, 3 et 4. D’autres é¢tudes ont montré que le

galactose était estérifié par un groupement sulfate suivant




un rapport molaire 1:i1. Les connaissances sur la stabiliteé
relative des ester—su]fafes en milieu alcalin ont permis de
déduire que parmi les positions possibles de subtitution
déduites de la méthylation, 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 le carbone 3.

Le squelette carboné d’un carraghenane peut donc étre

représgsenté ainsi:

O

unité alpha unité beta

Il a été montré que ce galactose sulfaté ne représentait,
aussi bien chez Chondrus crispus que chez Gigartina stellata
, gque 65 % du kappa carraghenane isolé de ces deux especes.
Un second composé a par la suite été décelé et identifieé
comme ¢tant du 3,6 anhydro-alpha-D-galactose (0“Neil,
1955a>.

Il a ainsi ¢été montré que le disaccharide constitutif du

kappa carraghenane avait la structure suivante (0’Neil,

1955b>:




carrabiosgse 4-sulfate neocarrabiose 4-sulfate

Parce que la liaison 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 répétition d‘unités néocarrabiose. La

molécule de kappa carraghenane peut donc étre représentée
CHz ?HQOH

~0,50 (o)
O

par son unité répétitive:

H
structure de 17unité répétitive du kappa carraghenane

Le polysaccharide scoluble dans le KCl (lambda carraghenane)
contient 40-50 % de beta-D-galactose 2,6-disulfate (Rees,
1963, et une proportion égale de alpha-D-galactose
2-sulfate lié ((Dolan et Rees, 1965). Ces auteurs ont donc

proposé la structure suivante pour le lambda carraghenane:
CHL0S03 CH,OH

© o o
O
0
OSQS 505
structure de 1‘unité répétitive du lambda carraghenane

Les études de méthylation des fractions ccntenant

principalement du kappa carraghenane ont permis de mettre en
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évidence d’autres structures proportionnel lement moins
abondantes associées & ce polysaccharide. Il a été montré
gue le traitement alcalin de ces fractions permettait
d’éliminer une faible proportion d’ester sulfate avec
formation concomitante d‘un pourcentage équivalent de 3,6
anhydro-alpha-D-galactose (Rees, 1963), indiguant ainsi 1la
présence d‘unités de alpha-D-galactose 6-sul fate.

Des travaux ultérieurs ont permis de séparér. a4 17aide d’une
kappa carraghenase isclée de Pseudomonasg carrageenovora
(Weigl et Yaphe,19663), une série d’oligosaccharides (80 %)
formés de néocarrabiose 4-sulfate, et 20 % d‘une fraction
résistante 4 1’hydrolyse.

Le traitement alcalin de cette derniére fraction permet la
formation de 3,6-anhydrogalactose concomitante d‘une perte
équivalente en ester-sulfate.

I1 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 liédes 1-4
est remplacée par du alpha-D-galactose 6-sulfate. La
modification alcaline de la fraction insoluble dans le KClI
permet l‘obtention d‘un polymére dans lequel lés proportions
d’anhydrogalactose, de galactose et de sulfate approchent la
valeur théorique 1:1:1 décrite pour un kappa carraghenane
pur (Anderson et al.,1968a).

Le nom de mu carraghenane a ¢été donné a la fraction

résistante a 1’hydrolyse par la kappa carraghenase, et il a
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été suggéré que celle-ci constituait le précurseur du kappa
carraghenane (Anderson et al., 1968b):
CH;OSOE CHOH
O-q§° o]
(o
OH

structure de 1“unité répétitive du mu carraghenane

L’ hypothése suivant laquelle le mu carraghenane serait
précurseur du kappa a été renforgée par 1‘isolement d’une
enzyme catalysant cette réaction in vitro (Craigie et Wong,

1978).

Pendant longtemps on a cru que le carraghenane n‘existait
que socus 3 formes (kappa, lambda et mu). Cependant des
structures, proportionnel lement moins abondantes, distinctes
de ces trois derniéeres, avaient été décelées par des
techniques de méthylation dans la fraction résistante a
l1“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.

Il a été montré beaucoup plus tard, & 17aide de la technique
de RMN du 130, que cette structure distincte du mu
carraghenane ¢tait constituée par du iota carraghenane
(Bellion et al., 1983). Ce carraghenane, en quantité trop
faible pour étre détecté dans C. crispus, a l‘aide des

techniques disponibles a4 17époque, a été décrit pour la

premiere fois dans les extraits des algues Eucheuma spinosum
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et Agardhiella tenera, parce que constituant la fraction
princlpale du carraghenane de ces espéces (Rees, 1969). Le
terme iota carraghenane représente le polymére dans lequel
1“unité 3,6 anhydro-alpha-D-galactose porte un sulfate sur
le carbone 2 qui s’ajoute au sulfate porté par le carbone 4

de 1‘unité beta voisine:

structure de 1‘unité répétitive du iota carraghenane

La structure masquée du iota carraghenane a également été
démontrée dans }e polymére extrait de Eucheuma uncinatum
dans lequel une partie du 3,6 anhydrogalactose-2-sulfate est
remplacé par du galactose 2,6-disulfate (Stancioff et
Stanley, 1969>. Une modification alcaline transforme cette
derniére unité en 3,6 anhydrogalactose 2-sulfate. Le terme
nu carraghenane a ¢été créé pour désigner cette structure,

alcali labile, précurseur du iota carraghenane:
CH:OSOE CH,0H
O-Q,SO o
0
(o]
OSOS

structure de 17unité répétitive du nu carraghenane

Il est intéressant de noter que l“enzyme isolée de

1o

crispus, catalysant 1la conversion du mu carraghenane en
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kappa , agit également sur la transformation du nu

carraghenane en lota (Craigie et Wong, 1978).

Un certain nombre d‘études sur des extraits d’algues ont
permis de signaler la présence 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‘unjités 3,6 anhydrogalactose et ne peuvent pas eétre
modifiées par action alcaline, suggérant que l‘unité alpha
est constituée par du galactose 2-sulfate , dépourvue de
sulfatation en C6. Le terme "iota carraghenane déviant®
(delta) a été proposé pour désigner cette structure (Lawson

et al., 1973):
CHQOH CH,OH

o‘oaso 0O o
o
SO H

structure de l7unite répétitive du iota carraghenane déviant

Un autre type de carraghenane "déviant' a é&té isole de
différentes especes de Gigartina (Lawson et al., 1973;
Penman et Rees, 1973a; Penman et Rees, 1973b). Cette-
structure, comme celle du | ambda carraghenane, est
caracterisée par le fait gque 1“7unité alpha est dépourvue de
pont 3,6 anhydro, mais en différe par 17 absence de

sul fatation en C6 de cette derniére. Ce composé constitué de




15

galactose 2-sulfate lie alternativement alpha 1-3 et beta
1-4 a été nommé xi carraghenane (Penman et Rees, 1973a):

CH,OH CH,0H

structure de 17unité répétitive du xi carraghenane

Chez les mémes algues qui élaborent le Xi carraghenane (ou
le lambda) on trouve un carraghenane proportionnellement
moins abondant 1ié covalentiellement a de 17acide pyruvigue
(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
“ooc o
CH0H Lﬁ
o] ° (o)

structure de 1“unijité répétitive du pi carraghenane

Un carraghenane désulfaté et contenant du galactose et du
3,6 anhydrogalactose suivant un rapport molaire 1:1 a éteé
isolé de Furcellaria fastigiata (Painter, 1960; Lawson et
al.,1973; Penman et Rees, 1973a). Cette structure qui a été
également rencontrée chez Endocladia muricata (Stancioff et

Stanley, 1969>, Tichocarpus crinitug (Yarotsky et al., 1977
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et Eucheuma gelatinae (Greer et Yaphe, 19843), a été nommée

beta carraghenane. Nous reprendrons nous méme ce terme chez

l1la v ucul . CHQOH

structure de 17unité répétitive du beta carraghenane

Il est intéregssant de noter que chez leg 4 espéces
dernierement citées le beta carrahenane se rencontre
toujours accompagné du kappa carraghenane.

Des études de méthylation de la fraction contenant le beta
carraghenane de I‘extrait de F, fastjgiata ont reévélé 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 Tichinocarpug crinjtugs (Usov et al.,
1980) et de Eucheuma gelatinae (Greer et Yaphe, 19843), a

été nommeée gamma carraghenane:
CHQOSO§ CH20H

O Ho A0
o]
H H
structure de l‘unité répétitive du gamma carraghenane .

Enfin un nouveau type de carraghenane a été récemment mis en

évidence chez Catenella nipae. Ce polymére caractérisé
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par une alternance d‘unjités beta-D-galactose et de 3,6
anhydro-alpha-D-galactogse 2-sulfate, a étée nommé alpha

carraghenane (Zablackis et Santos, 1986):

CHz CH20H
)-1) HO (o)
o (o)

osog OH

structure de 17unité répétitive de 17alpha carraghenane

On trouve également, associé & 17alpha carraghenane, un
carraghenane, proportionnellement beaucoup moins abondant,
dans lequel 1“unité 3,6 anhydrogalactogse 2-sulfate est
remplagée par du galactose 2,6-disulfate. Une\ telle
structure a ¢été nommée delta carraghenane <(Zablackis et
Santos, 1986), ce qui a notre avis constitue une source de
confusion, ce méme nom ayant été donné au "iota carraghenane
déviant" (Lawson et al., 1973)>. Nous désigneront dans cette
étude par le nom de "précurseur de |l“alpha carraghenane" le

polymére associé¢ & 17alpha carraghenane et dont 1“unité

alpha est constituée par du galactose 2,6-disulfate:
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CH 0S8035

125

structure de 17unité répétitive du brécurseur de 17alpha

carraghenane

Une catégorie 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 E. cottonii (Bellion et al., 1983). Le
carraghenane méthylé ainsi décrit a une structure
correspondant a un iota dont le carbone 6 de 1‘unité beta

est substitué par un groupement méthyl.

Un dernier type de carraghenane, dont il sera beaucoup
question dans cette étude, a ¢été mis en évidence dans
l’éxtrait de thlloghgré nervosa (Yarotsky et at., 1978>.11
est constitué par une alternance de beta-D-galactose
6-sulfate et de 3,6 anhydro-alpha-D~-galactose. cette
structure n‘avait cependant pas pu étre séparée du kappa
carraghenane, également présent dans cette espece.
L7 isolement d’un tel carraghenane et sa caractérisation

constitue 17un des objets de notre étude.

Une classification des carraghenanes (figure 1) en fonction
de la structure de 1‘unitébeta a été précconisé par divers

auteurs (Percival, 1978; McCandless et Craigie, 1979; Greer
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et Yaphe, 19842), Un tel regroupement en famille de
carraghenane a ¢té motivé & l‘orlgine par 1‘’observation que
les carraghenanes présentant une méme wunité 1-3 beta
semblait souvent dériver les uns des autres, ce qui laissait
supposer |’existence de relations biosynthétiques entre ces
molécules. Nous verrons, dans le paragraphe sur la
biosynthése, que cette observation a été fortement remise en

cause par la suite, avec 1“7étude de nouveaux carraghenanes.
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FAMILLE BETA

CHy0SO3  CHoOH

Sk~ kY

R = Vcarraphenane R
R = 803 : précurseur du a'carraghenane R

H : ﬁcarra?henane
SO3 ¢ (¥ carraghenane

FAMILLE KAPPA

cn20503 cazou

O\as0

R = M carraghenane R =4 : K carraghenane
R = SO3 : P carraghenane R = 803 : 1 carraghenane
FAMILLE LAMBDA FAMILLE OMEGA

cnzoso;, cnzou

CH20S05
o
O
OH
A carraghenane @ carraghenane

3Ce carraghenane a été désigné sous le nom de delta carraghenane.

Ce méme nom a été donné & la structure de carraghenane *deviant
iota’

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

les carraghenanes "d&viants" ne sont pas représentés
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Des le début des recherches sur 1les 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 synthétise. Un premier élément qui a

sans doute poussé les chercheurs a une réflexion sur ce

sujet réside dans |‘observation que les algues qui
contiennent du carraghenane appartiennent toutes au méme
ordre constitutif désfalgues rouges, celui des Gigartinales.
On peut remarguer gque le polysaccharide proche du
carraghenane, l“agar est synthétisé presque exclusivement
par 2 ordres d’algues rouges, celui des Gelidiales et des
Gigartinales. L‘’agar est un polymére de structure tres
proche du carraghenane, son représentant le moins substitué,
1“agarose (Araki 1966) ,ayant la structure d’un beta
carraghenane dans lequel 17unité D 3,6 anhydrogalactose est
"remplagée par du L 3,6 anhydrogalactose.

Le Tableau 1 représente la classification des algues de
1’ordre des Gigartinales, établie par Kylin en 1932. Il est
frappant de constater que cet auteur, & une époque ou l‘on
ne savait pas distinguer l17agar du carraghenane, divise cet
ordre en 2 groupes (Kylin, 1956), 17un ne contenant que des

especes a agar, l7aulire que des espeéces & carraghenane.
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Un autre ¢élément renforgant 1’hypothése d’un lien entre le
type de carraghenane formé par une espéce et sa position
systématique se rencontre dans le fait que le iota
carraghenane n‘est produit que par des algues appartenant a
la famille des Solieriaceae dans 1’ordre des Gigartinales.

Plus intéressante encore est 1‘/observation que chez les deux

Gigartinaceae suivantes, Chondrus crispus et Iridaea cordata

les gamétophytes ne produisaient presque exclusivement gque
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Tableau 1

Classification des familles d'algues de 1'ordre des Gigartinales

et distribution de 1'agar et du carraghenane

Gracilariaceae Sarcodiaceae Solieriaceae Hypneaceae Acrotylaceae Gigartinaceae
1 T — J
Sebdeniaceae Sphaerococaceae | {Rissoellaceae Rhodophyllidaceae Dicranemacese Phyllophoracea
T 7 - T T T
Nemsstomaceae Plocamiaceae Furcellariaceae| Rhabdoniaceae Mychodeacese
T T . T 1
Calosiphoniaceae Stictosporaceae
T T [
R
— e e e —— sl gl

espéces & agar espéces & carraghenane

.
d'aprés Kylin
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du kappa carraghenane, alors gque les tétrasporophytes
contiennent principalement du lambda carraghenane

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

Un grand nombre de chercheurs pensaient, il y a environ une
quinzaine d‘années, que le type de carraghenane formeé
constjituerait un critére taxonomique dont 1/ importance
s’affirmerait au fur et & mesure qu‘un nombre croissant
d’espeéces seraient étudiées. Aujourd’hui la découverte d’un
nombre croissant d’ espéces produisant simul tanément
plusieurs types de carraghenanes a contribué 4 modifier
sensiblement cette fagon de voir.

Bien que les filiations Dbiosynthétiques relijant un
carraghenane a un autre soient encofé mal connues, il est
généralement observé que les différents types de ces
molécules produites par une méme espeéce sont en général
assez proches, d’un point de vue chimique, et correspondent
souvent a des polymeres considérés 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
été ouverte avec les travaux- de McCandless gqui a montré
qu’il existait des différences dans la réponse immunologique
de carraghenanes d‘un méme type extrait d’especes d’algues
différentes (McCandless et Gretz, 1984). Cette voie a éteé
interrompue momentanément apres la disparition de ce

chercheur. Des travaux récents (Vreeland et al. 1988)
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permettent d‘espérer que cette technique viendra bientot
compléter less méthodes existantes pour 1“analyse des

carraghenanes.

111 - METHODES OTILISEES POUR L“ETUDE DE LA STRUCTURE DES
CARRAG

A - Méthodes d’extractjon

Les carraghenanes étant des polymeéres hydrosoclubles,
l“extraction se fait toujours par 1‘eau plus ou moins
tamponnée. Au cours des premiéres recherches sur les
carraghenanes une grande diversité de pH a été utilisée lors
de 1“extraction. Les pH acides sont A& proscrire car
susceptible de provoquer, méme a faible concentration, une
hydrolyse du polymére. Les pH fortement basiques,
générateurs de Dbeta élimination (destruction de la
molécule), sont a éviter. Une étude récente montre cependant
qu‘un pH légérement alcalin contribue & augmenter le
rendement de 1‘extraction en dissociant les liaisons entre
les carraghenanes et les protéines (King et Lauterbach,
1987).

La plupart des extractions de carraghenanes sont éffectuées
aujourd’hui en solution tamponnée par du NaHCO3 0.5 M.

On peut extraire sélectivement certains types de
- carraghenane en éffectuant séquentiellement des extractions

a différentes températures. D’une facon générale les
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polyméres les plus sSolubles, 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 etre extrait
sélectivement par 17eau froide, constituant 1le ‘'cold
extract" (Bellion et al., 1981; Greer et Yaphe, 19842),

La précipitation du carraghenane de l|‘extrait hydrosoluble
est éffectué scit en utilisant un excés d’alcool (3 & 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 17alcool est
utilisé en plus grand excés.

Les sels d’ammonium quaternaires précipitent sélectivement
les polysaccharides chargés. On utilise soit le bromure de
cetyltrimethylammonium, appellé communément cetavion ou CTAB
(Craigie and Leigh, 1978; Mollion, 1978) ou le chlorure de
cetylpyridinium (Greer et Yaphe, 19842),

La précipitation par les sels d’ammonium quaternaires est en
général plus sélective que par 17éthanol, dans la mesure ou

les carraghenanes sont toujours au moins en partie chargeés.
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B - Méthodes de fractjionnement

Eractionnement par qélification en présence d”jong K:
Pendant longtemps les seules méthodes de fractiqnnement ont
été basée sur la propriété de 17ion K* de favoriser la
gélification de certains types de carraghenanes.

Par exemple, chez Eucheuma uncinatum, le nu carraghenane qui
est soluble dans le KCl 0.3 M peut étre séparé du iota
carraghenane, inscluble dans de telles conditions (Stancioff

et Stén]ey, 1969).

lon e d’jong:
Un autre type de fractionnement peut eétre envisagé lorsque
17on veut séparer des carraghenanes portant des charges
différentes. Les molécules peuvent étre fixées sur colonne
D.E.A.E. sephadex et éluées en fonction de leurs charges en
utilisant du NaCl de molarité croissante. Une telle méthode,
fréquemment utiliseée pour séparer 1 7agarose de
l1“agaropectine (Duckworth et Yaphe, 1971), est utilisée dans

cette étude pour la séparation de carraghenanes diversement

chargeés.

cl ! hi I £ ]
D’autres techniques chromatographiques ont été utilisées
pour séparer les carraghenanes en fonction de leurs masses

moléculaire. De telles séparations ont été éffectuées sur
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sepharose CL-4B (Bellion et al., 1981{; Ekstroem et al.,

19835.

l n tigque:

La découverte d’enzymes hydrolysant sélectivement certains
types de carraghenanes a permis d’iscler des fractions
resistantes & 1’hydrolyse.

Alors que l’extrait de Hypnea musciformis avait été décrit
pendant longtemps 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 proportionnellement moins abondante (Greer et al.,
1984>. A 1’heure actuelle seules des kappa, iota et lambda

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

(o] i ipaux constituants:

Les techniques colorimétriques classiques d’analyse sont
utilisées pour gquantifier les différents constituants des
carraghenanes. Les analyses les plus communes sont:

Mesure des sucres totaux: on peut utiliser la méthode au
phénol-sul furique (Dubcis et al., 1956), ou l’orcinol
sulfurique (Tillmans et Philippi 1929, modifiée Rimington
1931).,

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

résorcinol chlorhydrique (Yaphe et Arsenault, 1965).
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Mesure de 1la teneur en sulfate: on utilise une méthode
turbidimétrique faisant appel & la précipitation par le
chlorure de baryum (Craigie et Leigh, 1978).

Mesure des sucres réducteurs obtenus apreés hydrolyse du

carraghenane: on utilise la méthode de Somogyi <(Nelson,

1944).

Jdentification des sucres constitutifs et de leur

substituants:

- Identification des sucres constitutifs:

Les sucres sont identifiés par chromatographie apres
hydrolyse. On peut utiliser la chromatographie sur couche
mince (CCM> et 1la chromatographie en phase gazeuse des
sucres transformés en acétates d’alditols. Ces techniques
présentent 1/inconvénient de n“apporter qu‘une information
partielle sur la nature des substituants, gqui sont souvent
détruits lors de 17hydrolyse, et de n‘apporter aucune
information sur la fagon dont ces sucres s’enchatnent entre
eux. Etant donné le peu de diversité des carraghenanes en ce
qui concerne leurs sucres constitutifs, ces méthodes sont
peu employées exception fafte de l1“utilisation de la
chromatographie sur couche mince pour vérification rapide de

17état d“avancement des hydrolyses enzymatiques.
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- Les techniques d’étude des substijituants 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 été éffectués grace a des
techniques de‘méthylation (Dewar et Percival, 1947; Cerezo,

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

RMN acul3c

Aujourdhui la plupart des identifications de structure de
carraghenane se font par spectroscopie de RMN du !3C ou du
proton. Les spectres de RMN du 13¢ ont ete publ iés pour les
carraghenanes suivant, avec une interprétation totale des
signaux dans le cas du kappa (Usov et al., 1980; Greer et
al., 1984), beta (Usov, 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 al., 1983) et gamma carraghenane (Greer et
Yaphe, 19843). Le spectre du disaccharide neocarrabiose
4-sulfate obtenu par hydrolyse du kappa carraghenane a été
décrit et totalement interprété (Rochas et al., 1983).
L’utilisation de 1a RMN du carbone présente deux

inconvénients par rapport A4 d‘autres techniques: son coat

élevé et le fait qu‘une quantité non négligeable de produit
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soit nécessaire (20 mg minimum avec un appareil opérant a

400 MHZ) pour qu‘un signal soit détecté.

Spectroscopie IR:

Une autre technique , la 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 a 1240 cm~! (Akahane and Izumi, 1976>, ainsi
qu’un pic & 1370 cm~! (Cross, 1964), caractéristiques des
sulfates (vibration S=0>. Le lambda carraghenane montre une
bande d’absorption entre 810 et 840 cm~l résultant de 1la
superposition de deux pics: 820 cm™! (sulfate estérifiant un
alcool primaire) et 830 cm™! (sulfate estérifiant un alcool
secondaire équatorial). On observe également 2 pics, 17un a
1015 em~!, 17autre & 1040 cm™!. Ces deux dernieres
absorption sont remplagées par des pics a 1025 em~! et 1070
cm™! dans la molécule de lambda carraghenane soumise a un
traitement alcalin (Stancioff et Stanley, 1969).

Le kappa carraghenane présente un pic a 845 cm™! (Lloyd et
al., 1961 indiquant la présence de sulfate estérifiant un
alcool secondaire en positlion axiale (liaison C-0-S axiale

du galactose 4-sulfate)., On observe également des pics & 930
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em~! et 1070 cm~! caractéristiques du pont 3,6
anhydrogalactose (Stancioff and Stanley, 1969).

Le iota carraghenane montre un pic & 805 cm~l qui est
toujours asscci¢ a 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‘apparait que lorsqu’il vy a préseECe simultanée d‘un
groupement SO0, fixé en C2 et d’un pont 3,6 anhydro sur le
galactose. Les recherches n‘ont cependant pas permis de
déterminer & quelle liailson on doit attribuer cette
vibration (Anderson et al., 1968a>. Comme le kappa
carraghenane, le iota présente des pics a 845, 930 et 1070
em™l. Le beta carraghenane est caractérisé par une bande a
895-900 cm~! (Whyte et al., 1985) gque 17on retrouve
également dans 1‘agarose, la celliulose, 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
l1“infrarouge est la spectroscopie Raman, & 1“aide de
laquelle le kappa carraghenane, le neocarrabiose 4-sulfate
et le neocarrabiose ont pu étre analysé (Malfait et al.,
1987>. Les spectres ressemblent aux spectres infrarouges

obtenus & partir des carraghenanes correspondant, avec
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cependant de petites differences difficiles a expliquer a

1 “heure actuelle

Techniques immunologiques:

Des techniques immunologiques ont été utilisées pour 17étude
de la structure fine des carraghenanes (Johnston et
McCardless, 1968). Des anticorps anti-kappa et anti-lambda
ont été préparés et ont permis de distinguer le kappa
carraghenane du Jlambda. Ces mémes anticorps obtenus de
différentes sSources ont également permis de distinguer
plusieurs "variétés structurales" d’un meéme type de
carraghenane provenant de différentes sources algales
(Hosford et McCandless, 1975; Evelegh et al., 1978; DiNinno
et McCandless 1978a, 1978b, 1979).

1v - EFFETS DE LA STRUCTURE SUR LES PROPRIETES PHYSIQUES.

Les carraghenanes sont utilisés dans diverses industries
alimentaires essentiellement pour leurs propriétés
gélifiantes et épaississantes. La premieére de ces propriétés
dépend du pouvoir gélifiant de ces molécules, alors que la
deuxiéme est sous l‘influence de leur viscosité.

Je n“ai pas l’intention de discuter du mécanisme intime qui
lie ces propriétés physiques & la structure chimique, mais
de faire un bilan de ce que 17/on sait de 1“influence des
substitutions possibles de la molécule de carraghenane sur

les propriétés physiques de celles-ci en solution.
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D’une fagon trées schématique on peut dire gque la
gélification intervient 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 essentiellement deux
paramétres qui sont la possibilité de jonction entre chatnes
de carraghenane et la présence d'unités déviantes, appellées
"kinks' par les anglo-saxons (Rees, 1972), qui changent
1“orientation générale d“une chatlne.

La Jonction‘entre molécules de carraghenanes se ferait par
l1“intermédiaire du contre-ion associé aux groupements
sulfate. Ces derniers groupements, par eux-méme tendent a
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; il en est sans doute de méme du
beta carraghenane, bien que, dans le cas de ce dernier
polymeére, seule la faible solubillité ait été jusqu‘’a présent
montrée (Greer, 1984) ., Le contre-ion favoriserait le
rapprochement des chatnes en diminuant la solubilité du
systéme. Il est connu depuis longtemps que 1 ion K' renforce
le pouvoir gélifiant du kappa carraghenane, alors que la
présence de Nat le diminue. Une telle action s’expliquerait
par fe degré¢ d’hydratation plus élevé de 17ion Na, qui 1lui
donne wun plus grand encombrement que 17ion K, ce aqui
contribue a diminuer la stabilité des zones de Jjonction

entre chatnes et de ce fait diminue le pouvoir gélifiant.
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L’influence de la position du groupement sulfate sur le
processus de gélification est moins claire. La présence d’un
tt_el groupement sur le C2 de 1“unité 3,6 anhydrogalactose
contribue & diminuer le pouvoir gélifiant. Rees a montré que
les molécules.  de carraghenane avaient une structure
tertiaire spiralée (Rees et al., 1969), et gque le groupement
sulfate fixé sur le C2 du 3,6 anhydrogalactose était tourneé
vers l7intérieur de la spirale dans le <cas du iota
carraghenane. Dans 1 hypothese d’un processus de
gélification faisant appel & 1la 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 gque 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 a4 expliguer.

Le role des unités déviantes dans la formation du réseau
tridimensionnel permettant la gélification a ¢été plus
clairement établi. Le modele de fibre de carraghenane
simplement ou doublement spiralé a été 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 anhydrogalactoée liés respectivement par liaisons beta
(1-4) et alpha (1-3) confere a4 la molécule spiralée une

orientation générale linéaire (Rees, 1969). Les différentes
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chatnes de carraghenanes peuvent alors s‘associer au niveau
des zones de jonction comme nous l“avons vu. La substitution
d’une unité 3,6 anhydrogalactose par une unité galactose
6-sulfate change complétement 1‘orientation de 1a chatne. Le
3,6 aﬁhydrogalactose qui avait wune conformation 1C, en
raison de 1’encombrement stérigque du pont anhydro, est
remplagé par le galactose 6-sulfate de conformation Ci. La
présence de ségquences mu carraghenanes dans les chatnes de
kappa diminue le pouvoir gélifiant, pour les raisons
invoquées ci-dessus. Les industriels qui utilisent le kappa
carraghenane pour ses propriétés gé]ifiantes,‘ 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.
Celle-ci est d’autant plus grande que le carraghenane
s’organise en un réseau tridimensionnel grace i ces unités

agéviantes.

On peut deéfinir la viscosité comme la résistance que
présente un fluide & 1“écoulement. Aucune étude systématique
de l“influence de différents substituants sur la viscosité
des solutions de carraghenanes n‘’a été éffectuéde.

D’une fagon générale la présence de groupement sulfate

augmente & la fois la viscosité et la solubilité du

polymere.,
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Une caractéristisque importante d‘un carraghenane est sa
masse moléculaire, dont |7augmentation se traduit par un

accroissement de la viscosité.
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Y - LES CARRAGHENANES SONT ILS DES MOLECULES HYBRIDES?

Les recherches sur la biosynthése des carraghenanes (voir
paragraphe suivant) n‘en sont encore qu‘a leurs débuts et
pourtant plusieurs concepts reposent déja sur des résultats
expérimentaux obtenus dans le cadre de cette étude. Parmi
les différents types de carraghenanes, les mu, nu, gamma et
1“équivalent C6 sulfaté de 17alpha ont été décrits comme
précurseurs respectivement des kappa, iota, beta et alpha
carraghenanes parce qu’une enzyme capable de transformer
1“unité 6 sulphatée en 3,6 anhydrogalactose (Wong et
Craigie, 1978), avait été isolée des algues contenant ces
polymeéres.

Ces carraghenanes précurseurs ne pouvant etre séparés des
molécules auxquelles elles peuvent donner naissance, de
nombreux auteurs ont décrit 1’ensemble des 2 types de
structures comme formant une molécule hybride. Dans le kappa
carraghenane la fraction reésistante & |’hydrolyse par la
kappa carraghenase, contenant la structure mu,
representerait d’aprés Yaphe une "portion inachevée de la
molécule de kappa carraghenane" (Weigl et Yaphe, 19662).

Des preuves plus convaincantes d‘une telle organisation ont
été apportées pour d‘autres carraghenanes, également décrits
comme une structure hybride. Une telle structure existerait

dans les carraghenanes extraits de Eucheuma cottonij et E.

‘nudum qui contiennent & la fois du kappa et du iota
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carraghenane.La structure hybride kappa-iota est déduite de
la diminution de la masse moléculaire moyenne lorsque 1|‘une
des structures est hydrolysée sélectivement. Cette masse
moléculaire diminue alors dans des proportions supérieures a

celles gque 1‘on devrait obtenir dans le cas de 2 structures

distinctes (Bellion et al., 1981). D’apreés Yaphe, qui se
base sur ce méme 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 réguliéerement la
continuité des séquences iota (Greer et Yaphe, 1984b). Ce
méme carraghenane contiendrait également des séquences nu
organisées de fagon semblable au kappa.

Un carraghenane hybride a ¢été également décrit dans
l1“extrait de E. gelatinae constitué principalement de
séquences beta et, dans des proportions moindres, de
géquences kappa et gamma, regroupées au sein d‘une méme

molécule (Greer et Yaphe, 1984a).

D7autres carraghenanes ont été décrits comme ayant une
structure hybride sans que la moindre preuve de cet etat de
fait soit apporté. Il semble que certains auteurs utilisent
le terme de carraghenane hybride pour décrire des situations
ou 2 types de carraghenanes coexistent dans une méme espéce

d’algue.
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VI - LES HYPOTHESES SUR LA BIOSYNTHESE DES CARRAGHENANES

Trés peu de recherches ont été éffectuédes & ce jour sur la
biosynthése des carraghenanes. Il semble que le squelette
carboné de la molécule soit synthétisé a partir d’un
nucléotide transporteur de sucre dans 1‘appareil de Golgi et
le réticulum endoplasmigue(Turvey, 1978). L‘incorporation
des sulfates se ferait sur la molécule déja polymérisée
(Greer, 1984). Des études de marquage au 355 ont montré une
incorporation rapide dans les carraghenanes de C. c¢rispus
(Loewus et al., 1971)> et de E. pnudum (LaClaire et Dawes,
1976). On pense que le donneur de sulfate est 17adénosine
3/-phosphate-5/~-phosphosul fate (PAPS) comme dans la plupart
des systémes biologiques (Turvey, 1978). Bien qu‘une
incorporation des sulfates directement au niveau de la paroi
cellulaire ait été signalé chez Eucheuma isiforme (LaClaire
et Dawes, 1976), il semble que celle-ci s’éffectue plus
généralement au niveau du golgi et du reticulum
endoplasmique (Evans et al., 1978; Millard et Evans, 1982;
Ramus et Groves, 1972; Tveter-Gallagher et al., 1984).

Un modéle de sulfatation (figure 2> progressive des
molécules de carraghenanes faisant intervenir plusieurs
sul fotransférases, permettant 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
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eteé extraite 4 la fois du gamétophyte et du tétrasporophyte
de C, crispus (Wong et Craigie, 1978). L7activité de cette
enzyme est inhibée par le lambda carraghenane, ce qui
explique peut étre que le tétrasporophyte, qui contient ce
dernier polymére, ne puisse synthétiser le kappa
carraghenane, l7autre explication étant wune éventuelle
impossibilité a synthétiser le mu carraghenane lui-méme.

La sulfatation, comme nous 17avons dit, intervient sur la
molécule déja polymerisée. Ce processus n’étant probablement
pas instantané, il doit exister des carraghenanes hybrides
dans lesquels les deux types de structure se transformant
l1“une en 17autre coexistent. La présence de molécules
hybrides contenant a la fois le précurseur Cé6-sulfaté et la
structure correspondante contenant l1“unité 3,6
anhydrogalactose témoignerait de la relation biosynthétiqgue

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 unités précurseurs. Chez E. cottonii
(Bellion et al., 1983) de méme que chez E. pudum (Greer et
Yaphe, 1984b), on trouve wun carraghenane hybride
kappa-iota-nu et aucune trace de structure mu. Dans ce cas
on peut penser gque le nu carraghenane serait un précurseur
commun au iota et au kappa. D‘’apreés Bellion le passage d“une
structure nu & une structure kappa pourrait avoir le stade

icta comme intermédiaire (Bellion et al. 1983>. Un schéma de
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cette voie biosynthétique, différente de celle proposée par
Cralgie , est représenté dans la figure 2. Une telle
relation biosynthétique entre le kappa et le iota
expliquerait pourquoi ces deux structures se retrouvent
frégemment au <=Sein d‘une méme molécule de carraghenane
hybride.

De méme chez E. gelatinae seul le carraghenane hybride
beta-gamma-kapa a ¢été mis en évidence (Greer et Yaphe,
1984a). L7absence de précurseur mu a fait dire & ces
derniers auteurs que le kappa carraghenane pourrait dériver

directement du beta.

11 n‘existe pas d’algue connue actuel lement qui ne
contiennent qu‘un  seul type de carraghenane. Cette
hétérogénéité au niveau des substituants des carraghenanes
dépend, comme nous 1“avons dit, de 17état physiologique de
la plante et présente souvent des variations saisonniéres.
L7évolution de l1“hétérogenejté des substituants du
carraghenane d’algues présentant différents degreés 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 Hypnea musciformis (Mollion,
1977>. Cette espéce contient principalement du kappa
carraghenane.

Nous avons montré que, au Sénégal, La teneur en sulfate du

carraghenane de cette plante augmente de fagon continue
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jusqu’au moment de la reproduction sexuée. Il semble donc
qu‘un précurseur se transforme progressivement en kappa
carraghenane. Nous n‘avoens pas pu identifier ce
“précurseur", mais on peut penser que celui-ci pourrait eétre
constitué par du mu carraghenane (Bellion et al., 1983). La
plupart des études des varijiations saisonnieres de
structures des carraghenanes publiées ont été éffectuédes a
partir d’algues d‘eaux tempérées chez lesquelles il est
difficile de dissocier 17effet de la température de celui de
la maturité sexuelle.

Au Sénégal la période de reproduction ne se fait pas au
moment ou la température de la mer est maximale. Notre étude
de sulfatation progressive du carraghenane de cette espeéce
indique que celle-ci dépend beaucoup plus de la maturite
sexuelle que de la température. Le sens de 17évolution du
polymére est donc particuliérement évident dans ce cas. Ceci
illustre bien comment le choix de 17état physiologigue des
échantillons récol tés peut permettre d’obtenir des
informations sur le sens d’évolution d‘une structure

carraghenane.
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galactane précurseur
(alpha-!{,3; beta~-1,4 1ig)

l

galactane é-sulfaté sur )1'unite 4-lige

/ .

lambda my
nu
v
iota kappa
nu > iota —> kappa

Figure 2 - Modele de biosynthése des carraghenanes proposé
par Craigie and Wong, 1978 (A), et interprétation du modele
proposé par Bellion et al., 1983 (B)




DEUXIEME PARTIE
MATERIEL ET METHODE
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Les carraghenanes sont des polyméres caractérisés par une
répétitivité presque parfaite d’un certain nombre de
séquences. Les différentes séquences rencontrées chez les
carraghenanes sont constituées par une répétition d’unités
de D-galactose (voir premiére partie), et ne différent entre
elles que par la nature et la position des substituants de
ces unités. Le principal substituant rencontré chez les
carragnhenanes est constitué par des groupements SC4. La
spectroscopie RMN constitue 1la 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 déja 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 les déplacements chimiques ont été
publiés, on émet des hypotheéses sur 1la nature de cette
structure.

Les valeurs que devraient avoir les déplacements chimiques
des substituants de la structure supposée sont ensuite
déterminés en utilisant les données publiées sur les effets
de ces mémes substituants sur les déplacements chimiques de
structures voisines.

Les techniques classiques d“extraction des carraghenanes

permettent d’obtenir un meélange de ces polymeéres, qui peut
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etre fractionné, notamment par des précipitations
sélectives. Chaque fraction ne contient plus qu’un
carraghenane majoritaire facilement identifiable. Plutét que
d’hydrolyser les échantillons de carraghenanes provenant des
thalles de Rjssoella, pour en faire 1’analyse, nous nous
sommes éfforgés de caractériser ces molécules a 1’état de
polyméres, en les séparant par des techniques de
fractionnement, souvent longues et fastidieuses, mais

respectant au maximum les structures.
= CHANTI DE_R. VERRU

Avant de détailler les différentes technigques d’extraction,
de purification, de fractionnement et de caractérisation des
carraghenanes de Rigscella, nous nous proposons de décrire

succintement cette algue & partir des observations faites a

l1“occasion des récoltes.

A - Description de Rissocella verruculosa

Rissoella verruculeosa est une algue rouge appartenant a
l’ordpe des Gigartinales et & la famille des Rissoellaceae
(tableau 1). Cette famille regroupe un nombre trés restreint
d’especes, dont aucun représentant, a notre connaissance,
n‘a fait 17objet d‘une étude biologigue. Une photo d’un
échantillon stérile de taille moyenne, récolté & Bastia.

figure sur la planche 1. Une description des principaux
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PLANCHE 1

Aspect général de Rissoella verruculosa
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caracteres anatomique et de reproduction de cette espece
ainsi que de sa répartition géographique (Kylin, 1956) est
donneée par Kylin. D7apreés cet auteur, cette espéce n‘a été
observée qu‘en mer Méditerranée. Aucune description de la
periode de reproduction et des proportions relatives des
generations haploTdes et diploides 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 Jjusgqu’a un
niveau sjitué a environ 10 cm au dessus du niveau de la haute
mer (observation personelle en Corse). L‘amplitude des
marées est d‘environ 20 cm en mer mediterrannée. Lorsque la
mer est calme les individus situé aux niveaux les plus
élevés se trouvent donc ex?osés a4 une dessication assez

pousseée.

B - Récolte des échantillons

Les échantillons utilisés dans cette étude ont été reécoltés

dans les localités suivantes:

en Corse:
- Ajaccio (cote ouest Corse), échantillons R9 et R49

- Favone (coHte est Corse), échantillons R20 et R38

- Bastia, échantillion R51

dans le département du Var:

~ Sanary, échantillon R44
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Tableau 2
Lieu, date de récolte et maturité des échantillons

cge Rissocella verruculoga récoltés dans la nature

échantillon lieu et date de récolte état de maturité

R9 Ajaccio 25-04-84 Jjeune
R20 Favone 20-05-84 Jjeune
R38 Favone 28-06-84 - Age

R44 Sanary 05-04-86 Jjeune
R49 Ajaccio 27-02-87 Jjeune

RS1 Bastia 03-03-87 jeune
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état des échantillons:
La talille des thalles constituant les populations de R,
verruculosa est relativement homogene car ils grandissent
régulieérement et simultanément au cours de leur
développement. Ceci ge traduit par le fait que les individus
femelles d‘une population deviennent cystocarpiques en méme
temps Juste avant de disparattre. Deux types d’échantillons

ont été reécoltés:

- des thalles jeunes, de petite taille et dépourvus de
cystocarpes.

- des thalles Aagés ayant pratiquement atteint la tajlle
maximale observée.

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 étre

analysée. Nous n“avons pas non plilus cherché A récolter les

individus males séparément, ceux-ci présentant des
caracteéres sexuels difficilement discernables sur le
terrain.

Le lieu, la date de reécolte ainsi'que le degré de maturijte

des échantillons prélevés dans la nature sont indiqués dans

le tableau 2.
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Tableau 3

Description des différents échantillons récoltés,
date de récolte, provenance, culture et date de

prélévement de ces échantillons

échantillon récolté R20 R38

dans la nature (20-05-84) (28-06-84)

et date de récolte

méthode de NOg NH4 NOg
fertilisation prépondérant prépondérant prépondérant
échantillons R21 R23 R42

en culture (28-05-84) (1-06-84) (30-06-84)
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Certains échantillons récoltés dans la nature ont été mis en
cuture a la station aquacole de Pinia, appartenant a
1“1.F.R.E.M.E.R. et située a Ghisonaccia, sur la cote
orientale Corse. La culture a été éffectuée dans des bassins
dans lesquels 1’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 phycocolloids
in the mediterranean" (joint en annexe). Plusieurs types de
fertillsation ont permis d‘obtenir des vitesses de
croissance différentes a partir de plusieurs lots issus

d’une méme récolte et mis en culture simultanément (tableau

3.

Apreés des durées de culture generalement courtes, en raison
des taux de croissance trés élevés, les échantillons sont
prélevés dans les bassins ayant subi des procédures de

fertilisation differentes (tableau 3).

1 - méthode de fertilisation

Une solution de macroélément et une solution d‘oligoéléments
(tableau 4) sont déversés simultanément de fagon continue
dans les bassins, eux-méme renouvellés continuellement en

eau de mer. Les concentrations figurant dans le tableau 4
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Tableau 4
Composition de 1’engrais utilise pour fertiliser
les bagssins de culture de Risscella

Macroéléments:

2 types de fertilisation ont été utilisés

fertilisation NOy fertilisation NHy
prépondérant prépondérant
NaNO4 1300 mM -
NH ,Cl 200 mM 1500 mM
NafioP0, 75 mM 75 mM
01l igoéiéments:
FeEDTA 20,66 mM
H4B04 24,46 mM
#nCl 5, 48,0 6,13 mM
2n50,4,7H,0 0,51 mM
Na00,, 2H,0 1,07 mN
CusS04, SHx0 0,20 mM

Co(NOg), 6Ho0 0,10 mM
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correspondent & celles que devrait avoir chaque élément dans
les bassins s’il n’était ' pas en partie assimillé par les

algues en culture.
2 - Bassins et densjité de culture

Les infrastructures utilisées pour cette expérience sont
décrites dans le document en annexe: Seaweed cultivation for
phycocol loid in the Mediterranean

La densité de culture dans les bassins a été maintenue entre
1,5 kg/m? et 2,5 kg/m?. De telles densité de culture ont été

utilisées par Ryther dans des experiences de culture de

Gracilaria tikhvahiae (Ryther et al., 1978).
3 - Conservation de chantillons

Les échantillons récoltés sont ringés pendant 1 minute dans
un grand volume d’eau douce, puis séchés au soleil.
L’échantillon RS51 n‘a pas été ringé a l“eau douce et a éteé

séché directement au soleil.

11 - EXTRACTION

A - Principe de ]’extraction

Les carraghenanes sont des polyméres solubles dans !‘eau. La
temperature de soiubilisation d’un carraghenane dépend de la
structure de celui-ci (voir 1€re partie). Plusieurs types de

carraghenanes preésents dans une méme espece d’algue
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pourront ainsi etre séparés par extraction séquentielle
faisant appel & des temperatures croissantes. Nous n‘avons
utilisé¢ dans cette ¢étude qu‘un seul type d’extraction
séquentielle, consistant en une extraction & une temperature
de 4°ou de 22°, permettant d’isoler wune fraction
"extractible a froid", suivi d’une extraction a 90°.

L‘extraction du carraghenane est facilitée par la rupture
préalable de certains éléments cellulaires. Cette rupture a
été obtenue par broyage des cellules, suivi d’une
solubilisation par les solvants organiques de certains
éléments pouvant géner 1“extraction. Ces substances
organosolubles peuvent en effet soit etre liés aux
carraghenanes, ce qui rend difficile leur purification, soit
empécher |“7eau d’entrer en contact avec le carraghenane et
de le solubiliser. Une étude visant a obtenir des parois
isolées a été entreprise. Cette étude a permis un suivi des
differentes étapes de 1“extraction du carraghenane et de
mieux comprendre le mécanisme de solubilisation des

differents éiéments cellulaires.

Environ 4 g d’algue séche sont broyés dans un broyeur a
bille Jjusqu‘’ad 1“obtention d‘une poudre trés fine. Cette
poudre est ensuite déposée sur un entonnoir en verre frite
(porosité 3) et soumise a l7action successive de 150 ml

d’acetone, 200 ml d’éthanol & 80 % bouillant, puis 200 ml
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d’éthanol absolu bouillant. La poudre est ensuite séchée a
l1“étude sous vide & S0°C.

L’extraction des fractions hydrosolubles & chaud est
effectuée en immergeant pendant 90 minutes sous agitation la
.poudre dans 1200 ml de solution de NaHCO45 0,5 M a 90°C.

Le résidu non sclubilisé est repris par 500 ml de solution
de NaHC03 0,5 M 4 90°C pendant 30 min.

Les fractions solubilisées sont filtrées sur filtre
Sartorius 0,4 micromeétres. L‘’extrait hydrosocluble contenu
dans le filtrat est précipité par 17une des deux méthodes

suivantes:

- précipitation par 17alcool

L’extrait hydroscluble est précipité par 3 volumes d’éthanol
ou de propancl2 a 95 %. Ce dernier alcool est consideré
comme plus spécifique des carraghenanes que le premier. Les
polysaccharides ailnsgi précipiteés sont esentiel lement
constitués de carraghenanes, avec des contaminations

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

- précipitation par le cetavlon

L7extrait hydroscluble est précipité par 200 ml de solution
de bromure de cetyltrimethylammonium (CTAB), ou cetavlion, a
2 % (Scott, 1960, Craigie et Leigh, 1978). Le cetavlion est
un sel d‘ammonium gquaternaire qui précipite sélectivement
les polymeres anioniques. Toutes les analyses sur les
extrait de carraghenanes précipités par cette technique

(Greer et Yaphe, 19843, Bellion et al.,1983) ont montreé gue
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parmi les polysaccharides contenus dans 17extrait
hydrosoluble des differents carraghenophytes étudiés, seul
le carraghenane était précipité par le CTAB). -
L’élimination du cetavion en exces et de celui coprécipité
avec le carraghenane se fait de la fagon suivante:

Le cetavion est eliminé par deux lavages a l“eau distillée,
puis‘par sept lavages par une solution d’acetate de sodium
saturé dans de 17éthanol a 95 %. L‘acétate de sodium est

ensuite éliminé par 2 lavages par de 17éthanol a 95 %. Le

précipité est ensuite séché a 17étuve sous vide a 50°.

C -"e ction roid" C e ion de lvant
grganjiques

Les algues sont soumises aux mémes traitements que lors de
l1’extraction a 90°C, si ce n’est que 1“extraction s’effectue
en immergeant sous agitation la poudre apres broyage pendant
24 h dans une solution NaCl 0,05 M a 22°. Cette extraction
constitue la progédure standard désignée par "extraction a

froid".

D -‘"extr ion a froid" avec b e _maj n ction des
solvants organigues

Les algues sont soumises aux mémes traijitements que dans la
procédure standard "extraction a froid", si ce n‘est gque
l“étape traitement par les solvants organiques est supprimée

et que l‘’extraction est effectuée & 4°.
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~"extraction id" e et ti

: v .

Les algues sont soumises aux mémes trajtements que dans la
procédure standard d’ "extraction a 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°.
111 - FRACTIONNEMENT

A - fractionnement par gelification en présence d’ions K':
Les carraghenanes ont la propriété de former des gels en
présence de certains cations. Parmi ces derniers le
potagsium présente la particularite d‘ augmenter tres
fortement le pouvoir gelifiant des solutions de kappa
carraghenahes, alors qu‘il n‘a que peu d’influence sur celui
dZautres types de carraghenanes. En présence d’ ions
potassium, le kappa carraghenane gelifie et peut donc
facilement eétre séparé des autres types de carraghenanes.

A une solution de 1 % de caraghenane de Riggsocella a 90°C, on
ajoute de l‘acétate de potassium jusqu’a une concentration
de 0,25 M et du chlorure de potassium Jjusqu‘a une
concentration de 0,05 M. La concentration totale en ion
potassium étant de 0,3 M, on laisse refroidir la sclution
pendant 30 minutes avant de centrifuger & 29000 g. Le gel
obtenu est ensuite solubilisé par une solution de NaCl! 0,5
M, puis dialysé. La fraction non gélifiante est dialysée
directement. Les deux fractions sont ensuite filtrées sur

filtre 0,4 micrometre, puis lyophilisées.
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L‘emploi de 17acétate de potassium comme source principale
d“ion potassium se Jjustifie par le fait que celui-ci est
particulierement soluble dans 1/éthanol ce qui facilite son
elimination ulterieure, dans le cas ou 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 1“7ion Cl- dans les eaux de

dialyse a 1“7aide 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 HyD0. 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 a4 50°C (par une lampe électrique). L élution
se fait séquentiellement par 17eau et par des solutions de
NaCl de concentrations croissantes, successivement égales a
6,5 M; 1 M; 2 M; 3 M. Lorsqu‘un volume égal a 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 reécoltées, on estime que tous les polymeres
susceptibles d’étre élués par cet éluant 17ont été et 17on
verse un éluant de force ionique supérieure.

Les fractions contenant des sucres, correspondant a chaque

type d‘éluant, sont réunies, dialysées, filtrees sur

membrane 0.4 micrométes et lyophil isées.
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C -~ fractionnement par chromatographie sur gel gephacryl
S-400

Cette technique permet de séparer des polyméres en fonction
de leurs masses moléculaires.

Entre 1 et 7 ml de solution de carraghenane a 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 éluant, le gel S-400 étant
équilibré par cette méme solution. La concentration en
sucres recueillis dans chaque fraction est mesurée par la
méthode au phénol-sul furique (voir méthodes
colorimétriques). On obtient ainsi la courbe d’élution du
polymére. Certaines fractions sont ensuite réunies,
dialysées, filtrées sur membrane 0,4 micrometre et
lyophilisées.

La colonne de gel S400 est étalonnée 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 dissous dans
140 ml . de H0; on ajoute 140 mg de NaBH,, on laisse agir 4
heures, puls on ajoute & la solution 420 mg de NaBH4 + 70 mg
de solution 3 M NaOH. On laisse agir 3 heures a 80°C. La

solution est ensuite dialysée, filtrée sur membrane 0.4

microns et lyophllisée.
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E - hydrolyse des kappa carraghenanes par la kappa
carraghenase

On prépare une solution de carraghenane a 0.4 % di]u?e 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
4 0,1 % dissoute dans une solution de NaCl 2 M. On effectue
}1“hydrolyse pendant 12 h a 30°. Le résultat de cette
hydrolyse est évalué qualitativement par chromatographie sur
couche mince ou quantitativement par la mesure des sucres

réducteurs.

Les differents traitements auqueis on soumet les cellules de
Risscella ont pour but de séparer les cellules les unes des
autres, de les faire éclater et de solubiliser tous les
éléments cellulaires 4 1“exception de la paroi.

En réalité, a partir du moment ou les cellules ont éclaté,
1l est trés probable qu‘une partie des éléments de la paroi
cellulaire soient solubilisés par cette technique, certains
carraghenanes constitutifs de cette paroi étant solubles &
froid. Nous avons choisi de faire agir des agents osmotigues
et mécaniques avant de soumettre les cellules & des agents

chimiques, afin que les differents éléments cellulaires
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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 |7eau, permettant de
solubiliser tout ce qui est hydrosoluble et facilement
accessible. Dans une deuxiéme phase on fait agir les
solvants organiques permettant de solubiliser certaines
protéines et lipides jouant un role dans la cohésion
cellulaire. La raison pour laquelle on ne fait pas agir ces
gsclvants organiques plus tot est que ceux-ci insolubilisent
irréversiblement les phycoérythrines, dont il est difficile

de se débarasser par la suite.

- protocole utilise

La progédure d’obtention de parois isolées s’effectue dans
sa totalité a 4°C. Apres chaque étape du traitement les
debris d’algues sont centrifugés et le surnageant contenant
la fraction solubilisée est 1isolé pour analyse. Les
differentes étapes sont les suivantes:

broyage: les algues séches sont broyées dans un broyeur a
bille jusqu’a 1“obtention d’une poudre tres fine.

extraction & froid: 4 g d’algue Dbroyée (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 “l1“extractible a froid". I1 faut remarguer que
cet extrait a froid a ¢été obtenu par une progédure qui

differe de celle décrite dans la méthode standard
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d’extraction a froid par la guppression de 1“étape
"traitement par les solvants organiques" (voir "extraction"',

paragraphe B).

- choc osmotique
On utilise pour cela une solution de NaCl 3 M que 170on

laisse agir 12 h.

- homogénéisation et presse de French

Les algues sont homogéneéisées par passage dans un
homogénéiseur et soumise 2 fois & 17action d’une presse de
French & 2000 Psi. Elles sont ensuite soumises pendant 24
heures a 1l7action de l7eau distillée, 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 & macerer sous agitation pendant 14
heures dans une solution de Triton X100 a 0.1 %. Cet agent
solubilise les lipides. Les algues sont ensuite immergées
dans de 17eau afin de récuperer par centrifugation les
polyméres hydrosolubles, rendus ainsi accessibles. Un tel
traitement s‘est montré efficace sur les parois de diverses

algues brunes. (Mabeau S., 198%5)

- action des soclvants organiques
Les composés organosclubles sont solubilisés par action
successive de |’éthanol absolu bouillant, de 1‘acétone puis

4 nouveau de |“éthanol absolu bouillant.
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YV - METHODES ANALYTIQUES

A - Méthodes colorimétriques

- dosage des sucres totaux par la méthode au_ phenol

sujfurjgue

La méthode de Dubois et Gilles (Dubois et al., 1956
modifiée Craigie (Craigie et Leigh, 1978) pour microdosages

est utiljsée.

réactifs:
HZSO4 concentré

solution de phéncl 4 5 %

gamme ¢étalon:

On prépare la gamme étalon de galactose suivante: 20 ;

50 ; 70 ; 100 microgrammes .ml1~1

réaction colorimétrique:

0,2 mi de solution de carraghenane ne contenant pas plus de
20 microgramme de carraghenane + 0,2 ml de sclution de
phenol & 5 % sont versés dans un tube a hémolyse; on agite,
on verse viclemment sur ce mélange 1 ml de 32804 concentre.
On agite de nouveau. La lecture est éffectuée a 487 nm au

plus to6t 15 mn et au plus tard 30 mn apres le début de la

réction.
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- o e d [2) nhydr lact (o]

résorcinol

Le pourcentage en 3,6 anhydrogalactose est mesuré par la
méthode au reésorcinol modifiée par Yaphe (Yaphe bet
Arsenault, 1965).

Le fructose est utilisé comme échantillon de référence. On
admet que la réponse colorimetrique du 3,6 anhydrogalactose
dans ce test est égale a 92 % de celle obtenue & partir du

fructose.

réactifs:

a) solution stock

- solution stock de fructose : 27 mg de fructose dans 50 mil
de HoO (= 3 micromoles/m1~1)

-solution stock de 1,1 diéthoxyéthane <(acétald: 0,822 g
d’acétal (environ iml> dans 100 ml de Hy0 (69,6
micromoles/m1~1)

-solution stock de résorcinol: 150 mg de résorcinol dans 100
m! de Hy0. Cette solution conservée dans une bouteille

teintée est stable une semaine.

b) réactifs préts a4 17emploi

- fructose: on prépare a partir de la solution stock la
gamme de concentrations suivantes 0,05 micromole/mil, 0,1
micromole/ml~! et 0,15 micromole/ml~1!

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

micromoles/m! 1)



66

- réactif au résorcincol : on ajout 100 ml de HCl concentré a
9 ml de solution stock de résorcinol; on ajoute & ce mélange

1 ml! de solution d’acétal. Ce réactif est stable 3 heures.

Réaction colorée : 2 ml de solution & doser, ne contenant
pas plus de 0,25 micromole de 3,6 anhydrogalactose ou de
fructose sont versés cans un tube & essai que l‘on place
dans un bac & glace. On ajoute a cette solution 10 ml de
réactif au résorcinol. On agite vigoureusement et on laisse
refroidir pendant un temps compris entre 3 min et 30 min. Le
tube est plagé au bain marie & 20° pendant 4 min, puis & 80°
pendant 10 min. On met ensuite le tube dans de la glace
pendant 1,5 min. L absorption | est mesurée au
spectrophotométre & S55 nm, au plus tard 15 min apres la fin
de la reéaction. Il est necessaire d‘opérer en lumiére

atténuee.

_ | fal turbidi .
Une methode basée sur la précipitation des sulfates par le
BaClz apres hydrolyse est utilisée (Craigie et Leigh, 1978).
Les quantités précipitées sont évaluées par turbidimetrie &

1’aide d’un spectrophotometre.

Une modification de cette méthode pour le dosage de
quantiteés de SO4 inferjieures au mg a été mise au point par
nous méme. La teneur en 804 est mesurée par rapport a celles
des sucres totaux, ce.qui permet d’éviter d’aveir a peser

des gquantités treés faibles de ce polymeére.
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Réactifs:

Solution de BaCly, - gelatine:

On dissout 0,6 g de gelatine (Difco Bacto gelatin) dans 200
ml d‘eau a chaud (60-70°>. On laisse reposer une nuit au
réfrigerateur. Apres avoir porté cette solution a
temperature ambiante, on y ajoutee 2 g de BaClp, , 2 Hy0 et
on agite Jjusqu’a dissolution complete.Ce réactif est stable
plusieurs semaines au réfrigerateur, a condition de le

laisser a temperature ambiante 2 heures avant emploi.

Verrerie: toute la verrerie doit étre ringée & 17acide

nitrique.

Camme étalon:

On prépare a partir de KZSO4 les solutions (eau ultrapure,
qualité UHQ> de concentrations suivantes: 3, 6, 9, 12, 15,

et 30 microgrammes/ml‘l.

Méthode:

On pése environ 900 microgrammes de carraghenane gque 1‘on
dissout dans 6 ml d’eau UHQ. On préleve 0.9 ml pour le
dosage des- sucres totaux. Les 5,1 ml restant sont
lyophil isés.

Hydrolyse: On hydrolyse la poudre lyophilisée par 0,5 ml de
HC1 2N & 100° pendant 2 heures.

On évapore l7acide & 40° dans un évaporateur rotatif. On
reprend le résidu sec par 5,1 ml d’eau UHQ.

Réaction turbidimétrique: On éffectue la réaction en triple.
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1,7 ml de solution de carraghenane hydrolysé ou de solution
de sulfate étalon sont plagé dans un tube & essai. On vy
ajoute 0,2 m! de HC! 0,5 N et 0,1 ml de solution de BaClp
-gelatine. On agite et on éffectue 1la lecture au
spectrophotométre alsso nm, aprés avoir laissé reposer 30
minutes au moins la solution dans laquelle se développe un

léger trouble.

réactifs:
Aa CuS0y4 15 %
Ab 25 g NajsCOganhydre
20 g bicarbonate de Na
25 g tartrate double de Na et K

Qsp 1 1 de HZO

solution A (a conserver au maximum 24 h):

1 vol Aa + 25 vol Ab = solution A

solution B:
25 g de molybdate de NH4 pulverisé dans 450 ml de H50
+ 25 ml de H,SO4 concentré
+ 25 ml d’arséniate de Na & 12 %

a conserver a l“7abri de la lumieére

Dosage:

1 ml d“échantillon a doser
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+ 1iml de solution A

plager 20 mn au bain marie bouillant, refroidir
+ 1 ml de solution B

+ 10 ml de Hy0

lecture au spectrophotometre a 500 nm ou 660 nm

gamme étalon de galactose de 0 & 200 microgr‘ammes/ml"1

B - Méthodes spectroscopigues

- spectroscopie infra-rouge

10 mg de carraghenane sont déposés' sur un disque de
polyéthyléne de 2.5 cm de diametre. On verse sur le
carraghenane gquelgques gouttes d’‘eau pour obtenir une
solution pateuse que 1‘on rend homogéne avec une spatule. La
solution est séchée sous une lampe électrique jusqu’a

l1“obtention d‘un film que 1‘’on place dans la fenétre d‘un

spectrophotometre IR

- spectroscopie RMN du 13¢

Les spectres RMN du 13¢ ‘découplés du proton ont été
enregistrés sur un spectrometre AM 400 (100.62 MHZ) & 17aide
d’une sonde mixte H/!3C de 5 mm, dont la température a été
réglée a B80° pour les polysaccharides et a 30° pour les
ol igosaccharides. Les déplacements chimiques sont exprimés

par rapport a un témoin interne (DMSO) delita = 39.6 ppm (TMS

externe).
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Certains spectres ont été obtenus en utilisant une séquence
DEPT (distortionless enhancement by the polarization
transfer pulse technique). Cette technigque 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’alditols

Les monosaccharides, obtenus par hydrolyse des
polysaccharides par HC! 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 gquantifier certains
sucres constitutifs d‘un polymeres aprés hydrolyse. Elle 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
informations sur la gtructure d‘un carraghenane, mais
d’évaluer gquantitativement certains sucres faisant partie de

polyméres coexistant avec le carraghenane.



TROISIEME PARTIE
ISOLEMENT ET DESCRIPTION DES CARRAGHENANES
EXTRAITS DE R. VERRUCULOSA
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I - t t d h n
Y ’ v h
A - Int tion
La seule étude du phycocolloide de R. verruculosa qui figure

dans la littérature fait état d‘une teneur ¢élevée en
carraghenane (50%) par rapport au poids sec de |7algue. Un
spectre RMN de ce polymére permet aux auteurs d’identifier
des carraghenanes de type beta et kappa, respectivement
majoritaires et minoritaires (Combaut et al., 198%5).

En analysant les signaux RMN qui sont attribués au beta
carraghenane, 11 apparalt que 1’identification proposée
n‘est pas satisfaisante. En effet, le raisonnement qui a
permis |7 interprétation du spectre RMN ne porte gque sur les
carbones anomériques, or il se trouve que les attributions
des autres carbones permettent d’exclure la conclusion
proposée par ces auteurs. La seule explication est que les
signaux observés ont pour origine une structure différente
du beta carraghenane. Les signhaux de certains carbones de
cettle structure se superposeraient a ceux du beta

carraghenane, ce qui est & l“origine de 1|“erreur

d’identification.
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Le spectre IR, publié également par Combaut, est tres proche
de celui d’un kappa carraghenane, et assez ¢é¢loigné de celui
d’une struéture beta. |

Lorsque nous avons entrepris 1/étude du carraghenane de
Rissocella, 1 hétérogenéité du polymére nous était déja
apparue lors de son fractionnement par 1le KC! 0,3 M.
L’existence d’une fraction, relativement importante (8 - 27
%), soluble dans le KCl 0,3 M , avait ¢été & l’origine de
notre interét pour cette espece (Mollion et al., 198%5), car
elle est généralement considérée comme indicatrice de 1la
présence de carraghenanes précurseurs. Au cours de |7étude
des principaux carraghenanes de isspoella, notre souci
principal a ¢té 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 utilisée comme approche préliminaire pour mettre en
évidence une hétérogénéité. Dans un deuxieme temps, dZautres
types de fractionnements, ont ¢té choisis dans 1le but
d’enrichir 1“extrait en une structure dont on soupgonnait

l“existence.

Nous avons utilisé pour cette étude les échantillons
R38 et R?, récoltés dans la nature <(tableau 2),

l1“échantillon R42 provenant de la culture de 1“échantillon
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Tableau 5

Fractionnement du carraghenane de 1‘échantillon

R42 de R. verruculosa

Kt alc Fi sol.

KO

Kl sole — 3 Klale =

0.3M /l \
Extrait  KCI 0.3 M NaOH Kl alc F2 insol.
—_ \ NAEH4 inso

total

K2 insol., ———3 KZ aic
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R38, et 17échantillon R21 provenant de 1la culture de

l1“échantillon R20 (non étudié ici).

1 - préparation des échantillons
Les ¢échantillons de carraghenane R38, R9, R42, et R21 ont

été obtenus par une extraction dans l‘eau & 90° et par une

précipitation par le CTAB des ¢échantillons de Risscella
correspondants.
2 - fractio en des carraghenane

La procédure de fractionnements successifs par le KCl, avant
et aprés modification alcaline, est illustrée par 17exemple

de 17échantillon R42 présenté dans le tableau 5.
3 - ition et identificati des carraghenane

Les méthodes utilisées sont communes & 1‘ensemble du travail
et ont été décrites dans la 2°M® partie "matériel et
méthode" :

teneur en sucres totaux (méthode au phénol sulfurique),
teneur en 3,6 anhydrogalactose (méthode au résorcinol),
teneur en SO4 (méthode turbidimétrique),

spectroscopie RMN dulsc,

spectroscopie IR.
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TABLEAU 6
Teneur en carraghenane des échantillons de

R. verruculos3 et résultats du fractionnement

Echantillons

R42 R38 R9 R20  R2
X carraghenane total 59,9 62,1 56,4 58,2 52,8
% 112 21,3 4,7 16,1 13,5 18,3
% £28 61,3 73,7 73,7 66,8 68,0
% K1 alcP 66,8 78,9 68,1 - -
‘% I2 alcP 75,6 - 94,1 - -
% Kt alc Fi€ 55,9 28,8 - - -
% K alc P2° 34,8 4,6 - - -

3 exprimé par rapport au carraghenane total

b rendement de la modification alcaline

C exprimé par rapport & la fraction aicali modifide
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TABLEAU 7
Analyse des fréctions de carraghenanes obtenues

a partir de 1’échantillon R42

différentes fractions % sucres % 3,6 A6 % 304a Gal: 3,6 AG: SO4b

du carraghenane de R42 totaux3d

K1 69,6 25,2 16,6 {:0,63:0,70
K2 70,5 29,5 16,1 1:0,7:0,74
Kt ale 7,8 29,7 16,1 1:0,7:0,72
K2 alc 64,2 27,7 14,8 {1:0,84:0,76
Kt alc Fi 7",7 27,3 16,9 1 :0,68:0,72
K1 alc F2 83,0 43,0 14,5 1:1,20 : 0,68

dpar rapport au poids de la fraction

b rapport molaire; la quantité de galactose a été calculée par différence entre la

quantité de sucres totaux et celle du 3,6 anhydrogalactose
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- ltat isc ion

Le tableau 6 montre les teneurs en carraghenane de chaque
échantillon et les reésultats du fractionnement. L7analyse
des principaux constituants de chaque fraction figure dans

le tableau 7.

La teneur en carraghenane est assez semblable dans les 3
échantillons et représente une valeur assez élevée par
rapport a «celles obtenues a partir des autres
carraghenophytes étudiés.

Une augmentation du rapport 3,6 anhydrogalactose/so4, apres
traitement alcalin a été décrite dans la littérature comme
révéljatrice de la présence d‘’unités lides en 4 et sulfatées
en C6, elles-mémes précurseurs du 3,6 anhydrogalactose.

Ce rapport 3,6 anhydrogalactose/SO4 dans la fraction K2alc,
obtenue par trajitement alcalin de la fraction K2, n”augmente
pas.

Ce méme rapport augmente légeérement (de 0,9 & 1,08) dans la
fraction Klalc, obtenue aprés traitement alcalin de la
fraction Ki1. L’augmentation de ce rapport est uniquement dae
a l7augmentation du 3,6 anhydrogalactose, sans diminution
simultanée de la teneur en 804, qul devrait se produire lors

de la transformation d’un précurseur ce
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gulfaté. Une autre explication doit etre trouvée pour
éclaircir ce phénomeéene.

La possibilité, apres traitement alcalin, de séparer de la
fraction Ki, soluble dans le KCl! 0,3 M, une fraction
KialcFz, insoluble dans 1le KXC! 0,3 M,v montre dque ce
traitement a dd provoguer une modification dans cette partie
du polymeére. Cette insolubilisation de la fraction KlalcF2
s’accompagne d’une forte augmentation de la teneur en 3,6
anhydrogalactose (de 25,2 a4 43,0 %) alors que la teneur en
SO4 reste presque inchangée.

L’augméntation de la teneur en 3,6 anhydrogalactose ne
résul tant pas d’une transformation d’un précurseur
6-sul fate, il faut admettre que 1le 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 etre hydrolysées par action d‘une
base. Une telle perte de protéines devrait se traduirg par
une modification de Jla teneur en certains constituants
caractéristiques du carraghenane, ce qui pourrait expliquer
les variations observées. Dans 1‘hypothése ou ces protéines
serviraient de lien entre plusieurs types de carraghenanes,
leur hydrolyse, apreés traitement alcalin, expliquerait 1la

possibilité de séparer 2 nouvelles fractions par action de
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XKCl 0,3 M. La véritable portée de ce traitement alcalin
permettant de séparer ces fractions sera réexaminée dans la

discussion générale.

2 - Analvse par RMN dul!3C du carrachenane des differentes

tion

Le spectre RMN de la fraction R42K1lalcF1 (soluble dans le
KC1> présente 12 pics (Figure 3> suggérant que cette
fraction est constijtuée d’unités répétitives d’un
disaccharide. La figure 4 représente la structure de cette
unité répétitive, que nous avons déduite du spectre RMN. Une
telle structure, que 17or 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 appellé omega
carraghenane (Mollion et al., 1986). Les valeurs des
déplacements chimigques du spectre RMN du 13C de cette
structure sont identiques a ceux du beta carraghenane (Greer
et Yaphe, 19842) & |7exception des carbones C6, CS, C4 de
17unité galactose et du C4 de 1‘unité 3,6 anhydrogalactose.
Le signal du C6 du galactose montre un déplacement de 5,9
ppm vers les bas champs, indiquant une sulfatation en C6 de
cette unité (Lahaye et Yaphe, 1985). Les effets observés sur
les autres carbones (Delta delta = - 2,4 ppm et Delta delta

= - 0,5 ppm respectivement pour les C5 et C4 de 1‘unité
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Figure 3 - Spectre RMN du "~C de la fraction R42 Kl alc F! du

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

aux unités galactose et 3,6 anhydrogalactose de 1'unité répétitive

du omega carraghenane
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Figure 4- Structure proposée pour 1l'unité répétitive isolée dans

la fraction R42 Kl alc Fl,désignée sous le nom de omega carraghenane.
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galactose; Delta delta = + 0,7 ppm pour le C4 de l“unité 3,6
anhydrogalactose) confirment la substitution proposée.

L’utilisation de séquences DEPT, qui modulent les intensité
‘des signaux de 13C en fonction du nombre de protons portés
par Ses carbones, permet d’identifier sans ambiguités les

signaux provenant des carbones méthyleénigues (C6). Dans la

séquence choisie, les carbones méthyléniques donnent des
intensités négatives. L7utilisation de cette technigue
permet de confirmer (figure 5) que les déplacements

chimiques a 67,3 et 69,5 ppm correspondent bien
respectivement aux C6 des unijtés galactose et 3,6
anhydrogalactose.

Le spectre de la fraction inscluble dans le KC!, R42K2
(figure 6), contient les 12 pics qui ont été attribués a la
structure décrite pour la fraction R42Kl1alcF1l, et des autres
pics dont les assignements correspondent aux signaux obtenus
a partir du kappa carraghenane (Rochas et al., 1980). Deux
signaux d’intensité trés faible, 17un a 75,3 ppm et 17autre
a 66,5 ppm n‘ont pu étre identifiés qu‘aprés obtention de
ces mémes signaux dans une fraction isclée par
chromatographie échangeuse d’ion. L’étude du spectre RMN de
cette dernieére fraction (paragraphe "fractionnement
D.E.A.E." de cette 3®M® partie) a montré que ces signaux
correspondent respectivement au C5 et au C4 de 17uniteé

galactose du beta carraghenane.
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Les spectres RMN du 13¢ des fractions R42K2alc, R42KlalicF2,
R38K2, R38 KlalcF2 et R9K2alc sont identiques a 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
desA fractions R42K1alcF2 et R38KlalcF2 sont décrits de
maniére plus détaillée dans la gquatriéme partie de cette

étude.

3 - Analyse par gpectroscopie IR des différentes fractions

Les signaux infra-rouges daractéristiques des différents
substituants de la molécule de carraghenane ont été décrits
dans la premiere partie de cette étude.

Le spectre IR de la fraction R42K2 est assez proche de celui
gque 1“0on obtient généralement a partir d‘un kappa
carraghenane, caractérisé par un pic a 845 cm‘i, avec
cependant une petite inflexion supplémentaire dans la zone
des 810-820 cm™!, caractéristique d‘un groupement sulfate
egtérifiant un alcool primaire (figure 7).

On observe également un pic a 930 cm'iﬂ assez important,
indiquant la présence de 3,6 anhydrogalactose, ainsi qu‘un
pic moins accentué a 895 cm‘i, que nous commenterons plus

loin.
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Figure 5 ~ Spectre RMN du l3C en séquence DEPT de la fraction
R42 Kl alc Fl du carraghenane de R. verruculosa G' et A' se
rapportent respectivement aux unités galactose et 3,6 anhydro-

galactose de 1'unité@ répétitive de omega carraghenane
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Figure 6— Spectre RMN du 13¢ de 1a fraction R42 K2 du carraghenane

de R. verruculosa;les symboles suivants se rapportent respectivement

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

et kappa (A",G'") carraghenane.
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On peut mesurer |“intensité d’un méme 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 a celle du signal
correspondant au 3,6 anhydrogalactose. Les fractions K1 et
K2 ont une teneur en 3,6 anhydrogalactose sensiblement
identique. On peut ainsi comparer deux pics tout en
s’affranchissant des différences d“absorbtion dues aux
varjations d’épaisseur du film IR.

Le spectre IR de la fraction R42 Ki (figure 8) diffeére de
celuj de la fraction K2 par une réduction importante du pic
a 845 cm'l, gui n‘est plus qu‘un épaulement et par une forte
augmentation du pic a 815 cm~ 1.

Le spectre IR de la fraction R42 K1 est tout & fait conforme
avec ce que I[17on peut attendre d’une structure telle que
celle révélée par le spectre RMN, constituée par du omega
carraghenane {(pic a 815 cm'i), légeérement contaminé par du
kappa. Le pic & 895 cm™1 présente une intensité sensiblement
égale dans les spectres des fractions Ki et K2. Nous verrons
par la suite que ce pic révele la présence de beta
carraghenane.

Le spectre IR de la fraction R42 K2 révele des pics
caractéristiques de omega, beta et kappa carraghenane. Ce
résultat indique une composition identique & celle déduite
du spectre RMN de la fraction R42 K2, mais differe de celle

ci en ce gui concerne les pourcentages des différentes
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structures. Ces pourcentages sont déduits des intensités
relatives des differents pics correspondant a ces
structures. Le spectre IR présente un pic a 845 cm‘i,
révélateur de structure kappa, beaucoup plus important que
le pic & 815 em~!  attribué au omega carraghenane.
L’intensité relative des signdaux RMN correspondant a 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
aprés hydrolyse de ce dernier par la kappa carraghenase,
1“intensité des pics IR correspondant ne refléte pas du tout

le pourcentage réel des deux polyméres.

D - Dj ‘

Un carraghenane de type nouveau que nous avons nommé omega
carraghenane (figure 4) a été mis en évidence chez R.
verruculosa. Le carraghenane de cette espéce 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 décrit précédemment
(Combaut et al., 1985).

Un spectre semblable a celui représenté dans la figure 6 a
été obtenu & partir du carraghenane de Phyllophora nervosa
(De Cand.) Grev. (Yarotsky et al., 1978). Les silgnaux

contenus dans ce spectre ont été attribués a un carraghenane
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hybride contenant a la fois la structure kappa et celle de
l1“uniteé répétitive du disaccharide proposé dans la figure 4.
Usov, bien que n’ayant pas isolé cette structure (Yarotsky
et al., 1978) a mis en évidence son existence par analyse
des produits de méthylation du mélange des deux polymeéres
(Usov et Arkhipova, 1981). Cet auteur a mentionné cette
molécule comme éfant "un représentant inhabituel d‘un

carraghenane de type kappa'".

Le carraghenane que nous avons isolé dans 1’extrait de R.
verruculosa ne contient pas 1“7unité beta-D-galactose
4-sul fate, et ne fait donc pas partie de la famille des
kappa carraghenanes (McCandless et Craigie, 1979).

Aucune famille de carraghenane, d‘apreés la classification
basée sur la nature de 1“unité beta, ne contient celle-ci
sous forme de beta D-galactose 6-sul fate. Le omega
carraghenane constitue donc, & 1lui seul, une nouvelle
famille de carraghenane (Mollion et al.,1988; et Mollion et
al., sous presse>. La figure 1 (1°T® partle) représente les
différentes familles de carraghenanes aprés y avoir inclus

le omega carraghenane.

La fraction contenant un carraghenane mixte omega-kappa a
un pouvoir gélifiant plus élevé que celle dans laguelle nous
n‘avons mis en évidence que du omega carraghenane. Le faible
pouvoir gélifiant de certaines fractions omega a permis
d’isoler ce polymeére dans la fraction soluble dans le KCl:

KlalcFl. L‘isoclement de cette fraction n’a été possible
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qu’apreés sa séparation de la fraction KialcF2, contenant le
meélange kappa-omega, rendue insocluble par traitement
alcalin. Le mode d‘action exact de ce traitement alcalin
reste a déterminer, et semble différent de celui gqui a
souvent été invoqué dans la littérature pour expliquer la
formation du 3,6 anhydrogglactose a4 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 a étudier.

11 - Recherche des précurseurs éventuels de ces
ca hen =) ise en évidence d‘un beta carraghenane
A - Introduction

La classification des carraghenanes en différentes familles,
basée sur la structure de 17unité beta, a été créée surtout
pour rendre compte des liens biosynthétiques rassemblant les
carraghenanes d’une méme famille. Comme nous 1“avons vu, le
omega et le kappa carraghenanes, rencontrés tous deux chez

R. verruculosa, appartiennent a 2 familles différentes

(tableau 1). Quelle gque socit |/importance que 1’on accorde a
cette classification, il n’en reste pas moins vrai gque ces
deux carraghenanes peuvent difficilement dériver directement

1“’un de l’autre; deux enzymes, une sul fohydrolase et une
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sul fotransférase sont au minimum nécessaire pour la
transformation du kappa en omega ou inversement. Ceci
implique que méme si une telle transformation existe,
celle-ci se fait avec péssage par un carraghenane
intermédiaire. Cette structure intermédiaire ne peut étre
gu‘un carraghenane non sulfaté,_c’est-a—dire une structure
beta. L7autre alternative, plus "classique", consiste a
faire dériver chacun de ces carraghenanes de leur égquivalent
6-sulfaté sur l17unité liée 1-4 (mu carraghenane précurseur
du kappa). C’est cette derniéere hypothése gque nous avons
d’abord voulu vérifier. Notre premier souci a donc été dé
choisir des méthodes de fractionnement permettant d‘obtenir
des fractions enrichies en ce type de précurseur. La
sulfatation en 6 de 1“unité alpha ayant pour effet
d’augmenter la solubilité du polymeére, nous avons cherché a
mettre a profit cette propriété physique.

Dans un deuxieme temps nous avons cherché A séparer les
molécules par des méthodes faisanf appel 4 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 expérimental
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Nous avons utilisé pour cette étude 17échantillon R42
provenant de la mise en culture de 1’échantillon R38 et

l1“échantillon R44 provenant de récolte naturelle (tableau

2.

- tion ill
Les échantillons R42CE et R44CE ont été obtenus par
"extraction & froid" et précipitation par le CTAB des
¢échantillons de Rjgscella correspondants. L“7échantillon de
carraghenane R42 a été obtenu par une extraction par 17eau a
90° et une précipitation par le CTAB de 1“échantillon de

Rigsoella correspondant.

2 — fractionnement KC]
Les produits de fractionnement par le KCl du carraghenane de
1“échantillon R42 ont ¢été obtenus suivant une proceédure

décrite dans le tableau 5.

3 - fraction ent LE.ALE.
Le carraghenane de 1“échantillon R42 a ¢été soumis a un
fractionnement sur colonne échangeuse d’ions (D.E.A.E. A25)

suivant le protocole décrit dans la partie "matériel et

mé thodes”

4 - technigues d identificatjon

Les techniques suivantes ont été décrites dans la partie
“matériel et méthodes":

- spectroscopie RMN dul3c

- hydrolyse enzymatique par la kappa carraghenase
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- précipitation par 17é¢thanol
- mesure de la teneur en sucres totaux (phenol sulfurique)

- dosage de la teneur en SO4 (méthode turbidimétrigue)

C -~ Résultats

1 - Recherche des précurseurs 6-sulfatés, fractionnement par
le XKC

Le spectre RMN du 13C de 1a fraction R42KlalcF1 a déja éte
présenté et étudié au paragraphe précédent. Celui de 1la
fraction R42K1 soluble dans le KCl 0,3 M est présenté dans
la figure 9. Cette fraction, qui constitue 27,3 % du
carraghenane de Risscella, contient les polymeres les plus
solubles, et, par conséquent, devrait eé&tre enrichie en
structures alpha-D-galactose 6-sulfate si celles ci sont
présentes.

Le spectre de la fraction R42K!1 est presque identique a
celui correspondant & la fraction R42KilalcF1 (figure 3), qui
ne contient que des signaux attribués & 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 1‘on peut attribuer A& des

traces de structure kappa. Si une structure, contenant
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C1 C2 C3 C4 5 C6
Al 946 702 796 787 769 695

L]
G' 1027 69.5 802 660 729 67.3 A'6
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Figure 9- Spectre RMN du 1 C de la fraction R42 K! du carraghenane

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

calactose et 3,6 anhydrogalactose de 1l'unité répétitive du omega

carraghenane.
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1“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

unite.

Aucun signal- n‘ayant été détecté dans cette gamme de
déplacements chiniques, on peut admettre que les polyméres
de cette fraction ne contiennent pas de précurseurs
alpha-D-galactose 6-sulfate, au moins & une concentration
supér ieure au nijiveau de détection permis par cette

technique.

2 - Recherche des précurseurs 6-sulfatés. analyse de

"l’extractible a froid"

La précipitation par le CTAB de "l“extractible & froid"
obtenu a partir de 17échantillon R44 permet d‘obtenir un
polymeére représentant 18,0 % du poids sec de la plante avant
extraction.

Ce polymeére peut etre fractionné en une fraction soluble
dans le KCl 0,3 M R44CEK1 (13,9 %> et en une fraction
insocluble R44CEK2 (86,1 %).

Le spectre RMN de la fraction R44CEK!1 montre <(figure 10)
qu‘elle contient essentiellement du omega carraghenane, avec
des traces de beta. Cette fraction a été soumise & une
hydrolyse par 1la kappa carraghenase. L‘absence totale de

detection de structure kappa par spectroscopie RMN est
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Figure 10- Spectre RMN du C de la fraction extractible & froid R44 CE KI

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

respectivement aux unités répétitives galactose et 3,6 anhydrogalactose

du beta (A,G) et omega(A',G') carraghenane.
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Figure 11- Spectre RMN du 13¢ de la fraction extractible a 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',G') et kappa (A",G") carraghenane.
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Figure 12- Spectre RMN du 3¢ de la fraction extractible 3 froid R49 CE K2

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

respectivement aux unités répétitives galactose et 3,6 anhydrogalactose

du beta (A,G),omega (A',G') et kappa (A",G") carraghenane.
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confirmée par 1/impossibilité d’obtenir une hyarolyse de ce
polymere par la kappa carraghenase.

BAucun signal n’étant visible entre 103 et 105 ppm (Bellion
et al., 1981; CGreer et Yaphe, 19843) 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 gque ce
spectre présente un bruit de fond relativement important,
qui fait que certains signaux d’une structure tres
minoritaire ont pu étre masqués.

“L’extractible & froid" obtenu a partir de 17échantillon R49
a également été analyseé. Celui-ci, Oobtenu par une
précipitation, le CTAB représente 17,0 % du poids sec de la
plante avant extraction. Ce polymére fractionné par le KCI
présente une fraction soluble R49CEK1I (17,0 %) et une
fraction insoluble R49CEK2 (82,9 %). Le spectre 13c RMN de
la fraction R49CEKZ (figure 12) est tres semblable & celui
de la fraction correspondante de R44, R44CEK2, dont il ne

differe que par la présence de traces de beta.

Le carraghenane de 1‘échantillon R42 a été fractionné sur

colonne échangeuse d’ions,D.E.A.E.- A25 & 40°.
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13C des differentes fractions d‘'élution

obtenues par fractionnement D.E.A.E du carraghenane de 1'échantillon

Figure 13- Spectre RMN du

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

aux unités répétitives galactose et 3,6 anhydrogalactose du beta (A,G)

omega (A',G') et kappa (A",G") carraghenane.
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La premiere élution, éffectuée a l'eéu, ne contient pas de
polysaccharide. -
Le tableau 8 montre les quantités de chaque fraction
obtenues par des élutions succesives 0,5 M, 1 M, 2 M, et 3 M
NaCl. La fraction éluée par 3M NaCl n“a pu étre obtenue
qu’apreés avolr porté a ¢ébullition pendant 3 mn le gel
D.E.A.E. contenant le polymeére. Dans une expérience témoin
nous avons vérifié que, en absence de carraghenane, le gel
D.E.A.E.- A25 soumis & ce méme traitement ne libérait aucun
polysaccharide. La rétention du carraghenane dans le gel
D.E.A.E.- A25 & une température de 50°' et pour une force
ionique supérieure & NaCl 2 M s’explique sans doute par une
insolubilisation de celui-ci & de telles concentrations.

Les spectres RMN du 13C des différentes fractions sont
représentés dans la figure 13 et leurs teneurs en SO4 dans
le tableau 9.

Les spectres des fractions 0,5 M et 1 M NaCl présentent les
12 pics que nous avons attribué & 1‘unité répétitive de
omega carraghenane (Mollion et al., 1986), ainsi que
d’autres pics dont les déplacements chimiques ont été¢

attribués a une structure beta carraghenane (Greer et Yaphe,

19842,
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TABLEAU 8
Quantité de matériel obtenu dans les différentes fractions

d’élution de 17échantillon R42 de R. verruculosa

fraction % du carraghenane

total avant fractionnement

0,5 M 6,5
1,0 M | 16,5
2,0 M 14,5
3,0 M 48,0

rendement 85,5 %




Tableau 9
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Teneur en SO4 des différentes fractions D.E.A.E.

de 1“7¢échantillon R42 de R. verruculosa

fraction % S04°
0,5 M 15,0
1,0 M 17,0
2,0 M 28,1
3,0 M i7,9

8pourcentage en poids par rapport aux sucres totaux
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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
premiere contient du omega carraghenane pur (valeurs des
déplacements chimigues dans la figure 3), 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’cligosaccharides 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 étre détectée par la technigque RMN.

La teneur en 504 augmente avec la force jonigue d’élution
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-sul fate
lié¢ 1-4, considérée comme le précurseur de 17unité 3,6
anhydrogalactose, n‘a pu étre isolé par les différentes
méthodes de fractionnement gque nous avons utilisées. Ces
meéthodes, basées sur la solubilité (séparation KCl1,

"extractible a froid")> et sur la charge (DEAE), sont
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suffisamment sélectives pour que 17on puisse considérer que
1 unité 6-sulfaté li¢e 1-4, si elle existe, ne doit
représenter que des quantités extrémement faibles. Cette non
détection des précurseurs "classiques" nous a poussé a nous
intéresser a d’autres types de précurseurs éventuels.

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

ambiguité wun troisiéme type de carraghenane chez R,

verruculosa, le beta carraghenane.
Aucun précurseur 6-sulfaté n‘ayant pu eétre isolé, la

présence du beta carraghenane, coexistant avec le kappa et
le omega, rend envisageable gque le premier soit Ile
précurseur commun des deux autres.

Cette voie biosynthétique, dans laquelle les carraghenanes
sulfatés dériveraient d/une structure beta non sulfatée, est
totalement différente du processus de désulfatation décrit
pour la biosynthése de la plupart des carraghenanes.
Considérant qu‘il était sans doute prématuré d’aborder une
véritable étude de biosyntheése qui nous aurait entratné a
rechercher les enzymes responsables de cette sulfatation et
a utiliser un systéme de marquage radioactif, nous nous
sommes éfforcés de repérer les catégories de carraghenanes
gque nous ne parvenions pas a séparer comme moyen pour
démontrer qu‘elles pouvaient é&tre associées pour constituer
une macromolécule hétérogéne a séquences multiples.

S7il 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
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a une signification biosynthétique. Une telle approche des
relations entre les carraghenanes est basée sur les
résultats des fractionnements que nous venons de présenter,
ainsi que sur d‘autres fractionnements qui sont mentionnés
dans la partie "relations entre les carraghenanes".

Sans vouloir aq}iciper la discussion sur la signification de
ces relations, on peut dés & présent essayer de dégager
quelles sont les associations de carraghenanes mises en
évidence par les expériences de fractionnement pour la
recherches de précurseurs sulfatés.

Le beta carraghenane qui est un polymére neutre <(non
sulfaté) ne se retrouve jamais dans la fraction éluée a
l“eau sur un gel de D.E.A.E. sephadex. Il est donc probable
qu’il se trouve toujours associé a un autre carraghenane,
lui-méme chargé. Les conditions opératoires dans lesquelles
nous avons éffectué le fractionnement D.E.A.E. (50°),
rendent peu probable un phénoméne de co-entralnement des
deux polymeres. Lorsque le gel échangeur d’ions est élué par
NaCl 0,5 M et 1 M, les fractions obtenues contiennent
éffectivement le beta carraghenane avec du omega en mélange
dans des proportions croissantes en faveur du second. Le
fait que nous n’avons jamais réussi & les séparer plaide en
faveur d‘une association entre les deux catégories de

carraghenane pour constituer une macromolécule hybride.

Le kappa carraghenane ne coexiste Jjamais avec le beta dans

une méme fraction d’élution du gel D.E.A.E. I1 est
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également frappant de constater que parmi les deux fractions
du extractible & froid séparées par action du KCl, celle
constituée de omega et de beta (la plus soluble, K1), 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 SO4, exceptée celle de la fraction 3 M,
augmente avec la force jionique de la fraction Jjusgu‘a 2 M
(tableau 9>. Ceci refléte la diminution progressive en
structure beta, et corrélativement 17augmentation en
structure sulfatée qui atteints la valeur de 28,1 % dans la
fraction 2 M. Cette fraction entierement constituée par du
omega carraghenane, aurait dl avoir une teneur en sulfate de
25 %, calculée sur la base d’un groupement SO, par unité 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 désul fatation
partielle des polyméres de la fraction 3 M se traduirait par
l17apparition de nouveaux signaux RMN, ce qui n“est pas le
cas. Il subsiste |’hypothése que des carraghenanes moins
chargés (composé de beta) aient pu gélifier dans la colonne

et ne pas avoir été ¢lués dans la fraction correspondant a
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leur véritable charge. Le traitement particulier de la

fraction 3 M (ébullition) permettrait de les ressolubiliser.

IIT - t ar chrom aphie en phase gazeus e ucres
1 i e 17al tier
Cette étude a été entreprise afin de détecter = chez

Risscella la présence d’éventuelles traces de dérivés
méthylés du galactose. Ces unités +trés fréquentes dans
1“agar (Araki, 1966) ont été détectées dans certains
polyméres proches deé carraghenanes (Allscbrook et al.,
1971>.

Un aliquot d’algue séche, réduit a 17état de poudre par
broyage a été analysé en chromatographie en phase gazeuse

apreés hydrolyse.

A - protocole expérimental

Les dérivés d’acétates d’alditols obtenus A partir de
l1“échantillon R42 de R. verruculgsa ont été analysés par
chromatographie en phase gazeuse par une technigue décrite
dans la partie "matériel et méthodes”". La technique utilisée
n‘aboutit pas & 1’hydrolyse totale de 17échantillon. Elle
est cependant suffisante pour que la totaliteé des

monosaccharides constitutifs des polyméres hydrosolubles

soient libéreés.
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Figure 14 - Chromatographie en phase gazeuse des
monosaccharides (alditol acetates) obtenus par hydroclyse de

la poudre d’algue entierre de l“échantillon R42 de R.
verrycylosa
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Tableau 10

Teneur en sucres |ibérés par hydrolyse des
polysaccharides a partir de la poudre d’algue

entiere de 17échantillon R42 de R. verruculosa

Sucres % par rapport au poids

sec de l17algue entiere

Xylose 0,4 %
Mannose 0,4 %
Glucose 1,6 %

Galactose 30,6 %
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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
méthylé du galactose n‘est détecté. Parmi les autres
monosaccharides identifiés on trouve de faibles quantités de
xylose. Il a été montré que chez Porphyridium cruentum ce
sucre permet le lien entre les protéines et les galactanes
sulfatés, extraits de cette algue rouge (Heaney-Kieras et

al., 1977>.

Toutes les hypothéses que nous avons formulées précédemment
sur la biosynthése des carraghenanes sont basées sur des
relations de non dissociation lors des différents
fractionnements éffectués. Il a ¢été déduit de ces relations
que certains de ces carraghenanes étajent probablement
associés au sein d‘une molécule  hybride. Tous les
carraghenanes ainsi analysés proviennent d“échantillons
constitués de plusieurs individus récoltés dans les mémes
conditions. Nous avons voulu vérifier que les différents

types de carraghenanes décrits chez R. verruculosa ne
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provenaient pas d’individus distincts, mais coexistaient
bien chez un méme individu.

Comme nous |‘avons dit précédemment, il a été montré que
chez Chondrus crispus la génération haplolde produisait du
kappa carraghenane et la génération diploide du lambda
(McCandless et al., 1973). La seule fagon de différencier
les générations diploTdes et haploides chez R. verruculosa
est d’observer des organes de reproduction sexuelle. Les
individus portant de tels organes étant peu frégquents chez
R. verruculosa, nous n‘avons pu réunir ces individus en
quantité suffisante pour une étude de leur carraghenane.
Nous nous sommes limité & faire l‘extraction et 17analyse
des carraghenanes d‘un seul individu de R._ verruculosa
choisi en raison de sa trés grande taille, l1‘7objectif étant
de vérifier si tous les types de carraghenanes rencontrés
chez un mélange d’individus étaient présents chez cet

individu unique.
B - Protocol xpérimental

L‘échantillon RB1 a été récolté A4 Bastia le 03-03-87. Cet
échantillon, contrairement a la procédure utilisée pour les

autres, n’a pas ¢té ringé a 1”7eau douce avant d’étre soumis

a extraction.

- préparation des échantillons
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Un seul individu (115 mg sec) de 17échantillon R51 a éteé
soumis a une extraction par 17eau & 90° et les carraghenanes

précipités par le CTAB.

- techniques analytigues

spectroscopie RMN du 13¢

C - Résultats

Le spectre RMN 13C du carraghenane de |“échantilon RS51 est
représenté dans la figure 15. Ce spectre montre que les 3
types de carraghenanes rencontrés dans les autres
échantillons de R. verruculosa, omega kappa et beta, se
rencontrent dans 1“individu RS51, dans des proportions
identiques a celles observées A& partir du mélange de

plusieurs individus.

D - Discussion

L’ analyse des carraghenanes provenant d’un méme individu
montre que R. verruculogsa contient simultanément les
catégories omega, kappa et beta de ce type de polymére. Il

est cependant impossible de préciser quelle est 17influence
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C1 C2 C3 C4 Cs5 Co

Al %46 1702 796 787 769 695
G? 1027 69.5 802 660 729 673

A% 951 702 791 784 9 695 G
G 1027 698 787 740 748 613 A

A1l G"6

T
e €

Figure 15— Spectre RMN du 13C 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',G')

et kappa (A",G") carraghenane.
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de 17état sexuel de la plante sur la distribution de ces
carraghenane. La plupart des échantillons analysés étaient
constitués presque exclusivement de plantes stériles,
accompagnées de traces d’échantillons cystocarpiques
(inférieur & 5%>. Leur présence ne pouvait modifier en quoi
que ce soit les spectres RMN du polymeére extrait du mélange

de ces différentes catégories de plantes.

Seule 17action de la kappa carraghenase a été testée. Cette
enzyme est connue pour la gspécificité de son action sur
1“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, il eétait
nécessaire de vérifier gque la kappa carraghenase

n“hydrolysait pas ce dernier polymeére.

Nous avons également utilisé cette enzyme pour obtenir un
carraghenane enrichi en structure autre que kappa dans la
fraction résistante a 1‘enzyme, (FRE). Il est nécessaire

pour cela de vérifier au préalable que l17action de la kappa
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carraghenase sur le kappa carraghenane ne pouvait en aucun
cas désulfater ce polymere pour le transformer en beta. La
plupart des carraghenases ne sont en effet que partiellement
éurifiées. ﬁne activité désulfatase, dde & wune enzyme
distincte, accompagne souvent l17activite carraghenase,
lorsque 1’enzyme responsable de cette derniére action est

mal purifiée (Weigl et Yaphe, 1966b).
- Protoco jmental

Nous avons utilisé pour cette étude 17échantillon de

Rissocella R42.

1 - préparation des échantillons

L échantillon de carraghenane R42, obtenu par une extraction
dans l‘eau & 90° et une précipitation par ie CTAB, a éte
fractionné par du KCl! 0,3 M. La fraction K2 alc a éte

obtenue par modification alcaline de la fraction insoluble

K2

2 - séparation de la fraction hydrolyvsée et de la fraction
résistante a l’enzyme

2 méthodes ont été utilisées:

La premiére consiste 4 précipiter par 3 volumes d’éthanol a
5% la fraction non hydrolysée du carraghenane de R42K2alc,
scumise préalablement & l“action de la kappa carraghenase,
et de la séparer ainsi de la fraction hydrolysée. Cette
méthode a ¢été choisie pour 17obtention de 1la fraction

résistante a 17enzyme, FRE, du carraghenane de R42K2alc,
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isolée apres redissolution et dialyse de la fraction
précipitable & 17éthanol.

La deuxiéme méthode consiste a passer 2 fois sur. colonne
Biogel P2 1/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
1”isolement du disaccharide produit par 17action de la kappa

carraghenase sur |“échantillon R42K2alc.

3 - autres technigues

Les techniques suivantes sont décrites dans la partie
“matériel et méthode":

- hydrolyse du kappa carraghenane par la kappa carraghgnase
~ précipitation du carraghenane par 1-éthanol

- chromatographie TLC

C - Résultats
1 - Iscolement du disaccharide néocarrabiose 4-sulfate:

140 mg de 1‘échantillon R42K2alc, hydrolysé par la kappa
carraghenase, permettent d’obtenir un mélange de polymere
non hydrolysé (FRE) et d’oligomeres qui peuvent étre séparés
sur colonne de Biogel P2. 9 mg d’un disaccharide sont ainsi
isolés.

L’absence de contamination par un tétrasaccharide est

vérifiée par chromatographie TLC.
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Le spectre RMN du 13c de ce disaccharide (figure 16) est
strictement identique a celui décrit et interprété par
Rochas pour le disaccharide (oligomére DP1) obtenu a partir
du kappa carraghenane (Rochas et al., 1983). Les valeurs des
déplacements chimiques du spectre que nous avons obtenu
(tableau 10) sont en plein accord avec les attributions
déduites de 1’ interprétation de ces auteurs.

Aucune trace d’oligomere kappa de degré de polymérisation
supérieur a DPi1, ou de contamination par une autre
structure, n‘est visible dans ce spectre.

L’ absence d‘oligomére désulfaté dans 1les produits
d’hydrolyse montre gque la kappa carraghenase gue nous avons

utilisé ne posséde pas d’activité désulfatase contaminante.
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Tableau 11

Valeurs des déplacements chimigiies en RMN
du 13¢ du disaccharide obtenu par hydrolyse

par la kappa carraghenase de la fraction R42 K2alc

vnité €t € (€3 ¢4 ¢ ¢C6

G alpha 92,7 67,6 75,7 75,3 69,9 61,7

G beta 96,9 71,0 78,9 74,3 74,9 61,7

A - 95,0 69,9 81,2 70,4 77,7 69,4
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Figure ¢ - Spectre RMN du 13¢ qu disaccharide obtenu par
action de la kappa carraghenase sur la fracticon R42 K2 al
du carraghenane de R. verruculosa, G et A se rapportent
respectivement aux unités galactose et 3,6 anhydrogalactose
du neocarrabiose 4-sulfate (forme alpha et betad
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2 - Isolement de la fraction résistante a4 17enzyme, FRE

100 mg de la fraction R42K2alc permettent, apreés hydrolyse
par la kappa carraghenase, d’obtenir 5! mg de carraghenane
résistant a 1“7enzyme, R42K2alcFRE.

Le spectre RMN du 13C du FRE de la fraction R42K2alc |,
désignée par R42K2alcFRE est représenté dans la figure 17.
On peut comparer ce spectre avec celui de 1la fraction
R42K2alc, représenté sur cette méme figure, et gqui ne
contjent que du omega et du kappa carraghenane. Dans le
spectre de R42K2alcFRE les signaux appartenant a la
structure kappa disparaissent presque totalement alors que
1“on n’‘observe aucune diminution de 17intensité des signaux
corregpondant a la structure omega. Aucun produit de
désulfatation du kappa ou du omega carraghenane n‘est
visible. Un signal correspondant & un déplacement chimique
de 63,11 ppm est cependant observé et ne peut étre attribué

4 aucune des structures que nous venons de décrire.

D - Conclusion

L7action de la kappa carraghenase sur le carraghenane de R.
verrucuiosa permet d’hydrolyser entieérement les structures
kappa carraghenanes contenues dans ce polymeére. Le produit
d’hydrolyse est constitué d’un mélange d’oligomeres dont le

terme le plus hydrolysé est le néocarrabiose 4-sulfate.
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Figure 17- Spectres RMN du 13C des fractions R&42 K2 alc et R42 K2 alc FRE

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

respectivement aux unités répétitives galactose et 3,6 anhydrogalactose

du omega (A', G') et kappa (A", G") carraghenane
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Aucun produit de désulfatation des carraghenanes n’est
renéontré dans cette fraction hydrolysée.

Aucun carraghenane désulfaté (beta) n’apparalt dans la
fraction résistante a 17hydrolyse R42K2alcFRE. Ceci confirme
l1”absence d’action désulfatase de la kappa carraghenase.
Ceci rsnforce également la probabilité d‘une absence de
structure beta dans la fraction R42K2alc. L‘absence de
détection de beta, qui avait déja été déduite de 17analyse
du spectre RMN de cette fraction, ne doit en effet pas étre
considérée comme une preuve de la non existence de cette
structure, compte tenu de la sensibilité de la technique
RMN. L‘action de 1la kappa carraghenase qui permet un
enrichissement en structures autres que kappa, n‘a pas
permis de détecter des structures beta. Ainsi |7absence de
structure beta dans la fraction R42K2alc est confirmée. La
gsignification de cette absence de beta dans cette fraction

sera examinée dans la discussion générale.




QUATRIEME PARTIE
LOCALISATION DES CARRAGHENANES
ET PHYSIOLGOGIE DE LEUR PRODUCTIGCN
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= CALISAT CARRAGHENAN R S0 >

A - Introduction

Les thalles de R. verruculosa ont été soumis a différents
traitements visant a obtenir des fragments de parois
cellulaires séparées du cytoplasme, et 4 contrdler ainsi le
contenu des extraits résultant de chagque étape de la
fragmentation.

L’analyse de ces extraits a été éffectuée surtout dans le
but d‘obtenir des données sur l’efficaciteé relative des
différents traitements. Du fait gque les parois ont été
déchirées, les molécules isolées de ces extraits peuvent
avolr aussi bien une origine cytoplasmique que pariétale,.
Le but essentiel de cette expérience est d“analyser des
fragments de parois ayant reésistés aux différents
traitements et d’affirmer que les polymeres qu’ils
contiennent font bien partie de la paroi cellulaire.

Par ailleurs, nous avons vérifié qu’/il était impossibie
d’extraire gquelgque polymeére que ce soit & température
ampiante sans un broyage préalable des thalles, destine a
rompre les parois des cellules. Dans ces conditions
“"l’extractiblie a froid" obtenu est particuliérement abondant

(entre 12 et 18 %, voir paragaphe extractible a froid 3eme
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partie). Cet "extractible a froid", nous l17avons vu, est
constitué presque entierrement par des carraghenanes de
masse moléculaire élevé,

Nous ne disposons & |’heure actuelle d’aucun élément pour
pouvoir déterminer l7origine de cet extractible a froid.
Certaines observations sur Chondrus crispus ont montré gque
la gquasi-totalité des carraghenanes étaient localisés dans
la paroi cellulaire (Gordon-Mills et McCandless, 1975). 11
semble peu probable gque le carraghenane de "l1“extractible a
froid" de Risscella verruculosa, représentant 18 % du poids
sec de cette espeéce, ait une origine entierement
cytoplasmique. La présence dans le cytoplasme d’une telle
quantité de polymére de masse moléculaire élevée et
fortement sulfaté sérait de nature a perturber
considérablement les échanges ioniques intercellulaires.
Pour cette raison nous pensons gu‘au moins une partie de
"17extractible & 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 17évolution structuratle

de la paroi, notamment par les réponses cytochimiques de ses

constituants.
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Tableau 12

Frotocole de préparation de parois isolses

a partir des thalles de R. verruculosa

algues broyées

l |

NaCl 0,25 M, 12 h étgtﬁol 95 1 bouillant
l l
centrifugation ——y CE centrifugation ——— 97
1’
g;CI 3n acetone
| L
decantation —————u3 Si centrifugation —————» S8
;%mogénéiseur + éthanol 95 ¥ bouillant
presse de French 2 fois \L
centrifugation ——> 52 centrifugation ————3 39
l J
H:0 , 24 h dessicateur
l
centrifugation ———y S§3 parais isolées

J

H20 + sonication

y

centrifugation —— 354

Triton X100 0.1 %, 14 h

v

centrifugation ——ee—wo83 S5

\

Hy0

J

centrifugation ———————3 35
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- P ocole expérimental

Nous avons utilisé pour cette étude 1/échantillon R42,
provenant de la culture de 17échantillon R38, ainsi que

1“/échantillon R49 provenant de récolte naturelle.

1 - obtention de parois isolées

L’ensemble des traitements permettant 17obtention des parois
isolées est décrit dans le tableau 12. Toutes les opérations
s’éffectuent & une température ne dépassant pas 4°. Les
modalités de ces traitements sont décrites dans la partie
"matériel et méthodes".

Des prélévements ont été éffectués & chagque étape sur les
culots de centrifugation, et les échantillons 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 f{raitement a été séparée
par une centrifugation (20 mn, 29000 g), puis filtrée (0,2
microns). Chague extrait est soit précipité par 3 volumes
d’éthanol a 95 % (surnageants S1 a S6), soit mis & sec par
évaporation sous vide, redissous dans |’eau, (surnageants S7
a S9), puis lyophiliseé.

Une partie de "]l’extractible a froid" CE, isolé comme

précédemment, est précipitée par 3 volumes d’éthancl a 95
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%, l7autre 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 méme
définition que celui décrit dans le paragraphe "extractible
a froid" (3°Me partie).

L’extraction du carraghenane des algues en fin de traitement
(parcis isolées) a été éffectuée apres lyvophilisation
préalable de ces dernieres. Le protocole de cette extraction
ne differe de celui décrit dans la partie "matériel et
méthodes" que par la suppression de l‘extraction a froid et

de |“extraction par les solvants organigues.

3 - fractionnement sur gel D.E.A.E. sephadex de
"l’extractible & froid"

"L‘extractible & froid" de R42 précipité par le CTAB a éteé
soumis a un fractionnement sur gel D.E.A.E. sephadex selon

le méme progédé gque celui utilisé précédemment.

4 - Préparation d’un extrait & froid sans broyage ni
traitement par les solvants organiques

L7échantillon lyophilisé R49 non broyé a été placé dans une
solution de NaCl 0,25 M pendant 12 h, &4 4°. La préparation a
ensujte été centrifugée, permettant de séparer un surnageant
R49CE!l d‘un cuiot de centrifugation qui apres lyophilisation

est désigné par R49NCE1l.

5 - autres techniques utilisées

spectroscopie RMN du 130
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microscopie électronique

C - Résgultats

1 - Etude microscopique des parois isolées

Des coupes transversales ont été éffectuées sur le thaile
frais de R. verruculosa avant traitement pour 1‘obtention de
parcis isolées. Une photographie de 17une 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
medul la au centre du thalle. Dans cette zone prennent
naissance des files de petites cellules se divisant une ou
deux fois de fagon strictement dichotomique avant
d’atteindre la surface du thalle, constituant un cortex. Ces
dernieres forment, en bordure du thalle, une couche de
cellules jointives, constituant un cortex externe borde
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 chargés.

Au cours de la préparation des parois isclées des contrbles
en microscopie optique ont été éffectués & chaque étape. On
peut ainsi constater la rupture de la presque totalité des

parocis apres broyage & sec et la destruction de toutes les
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structures cellulaires des la deuxiéme série de broyages
(presse de French). Au stade final de la préparation, le
résidu insoluble est entierement constitué de fragments de
parois indemnes de contaminants cytoplasmiques.

Une confirmation de l|7éfficacité 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 apres broyage et en fin de
préparation de parois isclées (planche 3).

Sur les coupes de thalles (colonne de dreoite) les parois
sont trés caractéristiques avec:

- une phase matricielle amorphe

~une phase fibrillaire dont la densité augmente de
l17intérieur vers l’extérieur de la paroi. Ces fibrilles sont
cependant plus dispersées que chez Chondrus crispus
(carraghenophyte) ou chez Gracilaria verrucosa (agarophyte),
espéces ou a été décrite une organisation concentrigque de
ces éléments.

- une cuticule trés dense 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 a la surface de la paroi.
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2 - Analyse des différentes fractions obtenues lors de la

préparation de parois isolées

a - Bilan pondéral de préparation des parois isolées:

Le masses des précipités a 17éthanol des différentes
fractions obtenues par fragmentation séquentielle de
l1“échantillon R42 de R. verruculosa est représenté dans le
tableau 13. Ces résultats montrent qu’hormis 1‘extraction a
froid, c‘est aprés 1‘action du Triton Xi00 que la majeure
partie des polymeres est libérée. 11 faut cependant
remarquer que si |‘on compare la somme des polymeres
extraits par 17éthanol (33,6 %) 4 la quantité de
carraghenane qui aurait pu etre 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 polymeres présents dans le surnageant de |‘extrait a
froid sont précipités par 17éthanol ou par le CTAB (tableau

14)>. Les quantités receuillies sont pratiquement identiques.
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PLANCHE 2

cortex medulla cortex

e N

cuticule

14 P

Coupe transversale dans le thalle de R. verruculosa
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PLANCHE 3

Cellules de R. verruculosa vues au microscope électronique

avant traitement : colonne de gauche
aprés traitement : colonne de droite

A

cytoplasme

parol, zone fibrillaire dense

10 Yym

paroi, zome fibrillaire lache

cuticule
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C1 C2 C3 C4 C5 C¢6

A’ 946 702 796 787 769 69.5
G' 1027 69.5 802 660 729 673

A% 951 702 791 784 W9 695
G?” 1027 698 787 740 748 613

A 946 70.3 794 780 769 69.5 G'2
G 1026 69.5 80.5 66.5 753 614 A6
A"S
G"6
G6
A'S
A'S
A5
G"'3 A2
a1 A3 A3 A2
A1l A3 ' G'4 G'6
G \AA: G"'S | A~ G4
G'5
G3 G5 \ G4
A1
i b MNJ
A'3 G2

80
o

Figure 18 - Spectre RMN du 13C 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', G') et kappa (A", G") carraghenane
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Tableau 13
Poids des fractions extraites de R. verruculosa
obtenués 4 différentes étapes de 1‘extraction séquentielle, en

vue de }‘obtention de parois isolées

R42 algue totale avant extraction 1 2000 mg
R42 CE ETOH P : 280 mg?
R42 S1 ETOH P : 8 mg
R42 S2 ETCH P ¢ 33mg
R42 S3 ETOH P i 4mg
R42 S4 ETOB P : 25mg
R42 S5 ETOH P : 157 mg
R42 S6 ETOH P - : 146 mg
R42 S7 extrait total ¢ 8mg
R42 58 extrait total : 0 mg
R42 59 extrait total : 6 mg
R42 parois isolées : 275 g
R42 Pi extrait parois CTAB P : 35mg

2 }a quantité totale de cette fraction a été calculée par extrapolation de la quantjté

précipitable a 1/éthanol contenue dans une partie seulement de 1’extractible a froid
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Tableau 14

Comparaison entre les quantités de polysaccharides
de "1’extractible & froid®" précipitables par le CTAB

et celles précipitables par 1/éthanol

fraction teneur par rapport au poids de
1”7algue séche
R42 CE CTAB P 12 %

R42 CE ETOH P 14 %
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Ceci semble indiquer que si du carraghenane n’a pas été
précipité par le CTAB, sa quantité devrait étre irférieure a
2%. Ce résultat n“est pas surprenant compte tenu des
résultats précédents (3¢Me partied qui montrent que le seul
carraghenane neutre (le beta) mis en évidence n’est
pratiquement janais a l7état pur mais associé a |1’omega
carraghenane qui est précipitable par le CTAB. La fraction
précipitable a4 1“éthanol et non préciptable par le CTAB n’a
pas été récupérée, en raison de la difficulté de séparer une
aussi petite quantité de polymere du CTAB ayvant permis la
précipitation.

On constate donc que "l“extractible a froid" est presqgue

entieérement constitué par un polysaccharide chargé.

b - Analyse RMN:

On peut comparer les spectres RMN du !3C des parois isolées
de R42 (R42pi) a ceux des fractions Ki et K2 du carraghenane
de "l’extractible & froid" de R44, ainsi qu’a celui de la
fraction K2 du carraghenane des “"extractible a froid" de
R49.

Le spectre de la fraction R44CEK1 (figure 9) montre des
signaux correspondant & une structure omega avec des traces
de beta. Celui de la fraction R44CEK2 (figure 10) et celui
de la fraction R49CEK2 (figure 11) sont constitués de
signaux correspondant a2 la structure omega ainsi que

d’autres signaux indigquant des traces de structures kappa et

beta.
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TABLEAU 15

Comparaison entre les quantités de polyméres
contenues dans les fractions D.E.A.E. du
carraghenane total et celles des fractions

D.E.A.E. obtenues 4 partir de *1‘extractible & froid*

fraction d’élution D.E.A.E. extractible & froid carraghenane total

0 M 0% 0%
0,5 M 0% 6,5 %
1,0 M 9,0 % 16,5 %
2,0 M 19,5 % 14,5 %
3,0 ¥ 33,3 % 48,0 %
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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 & 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 pértle au moins de chacun de ces
carraghenane a résisté aux différents traitements auxquels
nous avons soumis les thalles broyés de Risscella. On peut
remarquer que le beta carraghenane a mieux resisté a ces
traitements que les deux autres types de carraghenane.
"L’extractible a froid" précipité au CTAB a été soumis a un
fractionnement D.E.A.E. Le tableau 15 permet de comparer la
guantité de polyméres dans chague fraction a 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 a froid". On constate également que le
pourcentage de fraction 1 M par rapport a celui des autres
fractions est nettement moins élevé dans le carraghenane de
"l“extractible & froid" que dans le carraghenane total. Ceci
refléte sans doute la part moins importante du beta

carraghenane dans 1‘extractible & froid.
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3 - Analyse de l‘extractible a froid sans broyvyage et sans

action des solvants organiques

2520 mg d’échantinon'R49 sec non broyé et non soumis a
l“action des solvants organiques, permettent d’obtenir,
apres extraction a froid par une solution de NaCl 0,25 M et
centrifugation, 2095 mg de culot lyophilisé. Le surnageant,
correspondant a "l‘/extractible a froid", a été précipiteé par
3 volumes d’éthanol. On constate quZaucun polymeére n’est
précipité dans ces conditions. Ainsi 425 mg de substances
hydrosolubles de faibles masses moléculaires, soit 16,8 % du
poids de 17algue, peuvent étre extraites a froid, et ne sont
pas précipitables par 1’éthancl. Ces substances sont
probablement essentiel lement constituées paf de la
phycoérythrine (pigments hydrosclubles) et des sels
minéraux.

Il est intéressant de comparer cette valeur a celle de
"l’extractible & froid" (17 %) obtenu a partir de cette meme
espece broyée et soumise & 17action 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 a froid par 1‘eau.
- Conclusion

Les observations en microscopie électronique ont montré que
le traitement utilisé pour 1‘obtention de parois isoclées

permettait de rompre la paroi de la totalité des cellules et
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de désorganiser suffisamment le cytoplasme pour que tout les
¢léments hydrosolubles et organosolubles de celui-ci soient
entratnés au cours des lavages successifs.

Les 3 types de carraghenanes, omega, kappa et beta, mis en
évidence chez R, verruculosa, se retrouvent dans l’extrait
cbtenu A partir des parois isolées. On peut donc dire que
ces 3 carraghenanes sont constitutifs de la paroi cellulaire
de R. verruculogsa. Notre expérience d’isolement de parois
n‘a donc pas permis de mettre en évidence un carraghenane
dont 1“absence dans les parocois 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 & froid, reste
presgue entiérement dans la paroi. Il est probablie que le
beta carraghenane de la fraction D.E.A.E. 0,5 M du
caraghenane total, que 17on ne retrouve pas dans
"1’extractible a froid", corresponde a celui que 1‘0on
retrouve dans les parois isolées. Nous avons émis
l“hypotheése gue le beta carraghenane de la fraction 0,5 M
était 1ié a du omega carraghenane, ce qui expliquerait gu’il
ne puisse étre ¢élué a4 17eau bien que n’étant pas chargeé.
Cette liaison entre le omega et le beta carraghenane
pourratt, si elle existe, contribuer & rendre la molécule
insoluble, ce qui expliqueratit pourquoi une partie

importante du omega reste dans les parois isolées, alors que
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celui-ci est beaucoup plus soluble a froid que les deux
autres types de carraghenane.

A deéefaut de pouveir 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

controlées.

L‘origine de notre intérét pour les carraghenanes de
Rissce]la a été une série d’observation concernant des
variations importantes dans les propriétés de solvabilité de
ces polymeres en présence de KCl (rapport Ki/K2), suivant
17état physiologique des échantillons au moment de leur
récolte. Antérieurement Cheney avait également signalé que
la gualité d7un carraghenane (Cheney et al., 1979) produit
par différentes souches de Chondrus crispus dépendait
beaucoup plus de 17état physiologique de |1 algue au moment

de sa récolte que de son patrimoine génétigue.
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Avant d‘entreprendre 1’étude de ces carraghenanes, nous
pensions qu‘ils étalent probablement constitués de molécules
insolubles dans KCi, alors que leurs précurseurs devraient
y étre solubles. Nous avons alors entrepris d’extraire et
d’analyser les carraghenanes d’échantillons récoltés dans -
des conditions tres diverses, afin de savoir si ces
derniéres avaient une influence sur le rapport Ki/K2. Nous
nous sommes apperg¢u par la suite que les précurseurs du
carraghenane de Rigssoella n‘étaient peut etre pas les plus
sclubles et gque Ki n“était peut étre pas tout a fait
représentatif de ceux-ci. Nous avons cependant poursuivi
cette étude des variations de la teneur en fraction K1
simultanément a4 celle d’autres paramétres du carraghenane
d“échantillons plagés dans des conditions physiologiques

tres differentes.

En outre, des échantillons de R. verruculosa récoltés 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. Il est aussi possible d’obtenir

en quelques jours des taux de croissance trés variables. 11
suffit alors de contréler ces parameétres, de récolter les

échantjillons et d’en extraire les carraghenanes.
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Tabieau 16
Conditions de récoite et de culture des échantillons étudiés
échantillon récolté dans la échantillon cultivé, différents

nature, lieu et date de récolte types de fertilisation et taux

de croissance obtenus

R9

Ajaccio 25-4-B4

NOy prépondérant

2> R21 croissance 7.7 % / jour
R20
Favone 20-5-84

NH4 prépondérant

> k23 croissance 0 1 / jour

NOB majoritaire

R38 > R42 croissance 4.6 1 / jour

Favone 28-6-84
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A - Protocole expérimental

Les échantillons utilisés et les différents types de
fertilisation auxgquels certains d’entre eux ont été soumis

sont repreésentés dans le tableau 16.

1 - Les techniques de culture et la mesure du taux de
croissance

les technigques utilisées sont décrites dans la partie
matériel et méthodes et dans l7article "seaweed

cultivation..." (Mollion et al., 1986) inséré en annexe.

2 - Préparation des échantillons de carraghenanes

Les échantillons de carraghenanes R9, R20, R21, R38 et R42
ont été obtenus par des extractions dans 1‘7eau & 90° et des
précipitations par le CTAB , a partir des lots d7algues

correspondants.

3 - Fractionnements par le KCl 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 (R20 et R38) ont été mis en culture en

présence d‘un enrichissement en NO3 (respectivement 200 et
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1500 micromoles) et le premier (R20), le premier de ces
échantillons recevant en plus un apport de NHy (1300
micromoles). En gquelques jours, on constate gque |‘apport
d‘azote sous forme NOz a un effet trés favorable sur la
croissance, alors que |7azote ammoniacal annule complétement

l1“accroissement pondéral des lots d’algues mis en culture.
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Figure 20- Spectres RMN du C des fractions Kl alc F2 carraghenanes

les échantillons R38 (A) et R42 (B) de R. verruculosa.lLes svmboles

uivants se rapportent respectivement aux unités répétitives galactose
't 3,6 anhydrogalactose du beta (A,G),omega(A',G') et kappa (A",G")

arraghenane.
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78.4
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78.0
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76.9
729
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Cé

69.5
67.3

69.5
61.3

69.5
61.4
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Tableau 17

Pourcentage des fractions solubles en présence

d’ions K* des échantillons de R. verruculosa

échantillons, origine L3 ¢!

et taux de croissance

R9, Ajaccio 16,1

R20, Pavone 13,5

R21, culture 18,3
7,7% /7]

R23, culture 4,3
0 %/

R38, Favone 4,7

R42, culture 27,3

4,6 %X /]
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1 - Spectres 13C RMN des carraghenanes totaux

Les spectres 13¢c 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 KCl par
rapport au carraghenane total extrait des différents

échantillons est représenté dans le tableau 17.

On constate que 17échantillon R21, récolté en phase de
croissance rapide , a un pourcentage en Ki trés supérieur a
celuli de l’echantillon R23 récolté en croissance nulle. Ces
deux échantillons proviennent de la mise en culture de
l1“échantillon R20, qui a un pourcentage en K1 intermédiaire.
On peut penser qu’au moment de sa récolte ce dernier
echantillon avait un taux de croissance intermédiaire entre
celui de R21 et de R23. Ainsi le pourcentage en Ki! du
carraghenane des différents échantiilons semble
proportionnel aux taux de croissance lors de la récolte des
échantillions. Ceci semble confirmé si 1‘on compare le

porcentage en K! de l“échantillon R42 en croissance tres
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rapide, avec celui de la méme plante, échantillon R38, au
moment de sa récolte. Le pourcentage en K1 de 17échantillon
R42 est trés supérieur a celui du carraghenane R38 de cette
plante récoltée dans la nature.

D’une fagon générale les échantillons récoltés dans la
nature R?, R20 et R38 ont un carraghenane dont le % en K1
est nettement plus faible que ceux des plantes en culture,
récoltés en croissance rapide. L7échantillon R23 en
croissance nulle (inhibée par NHy) présente un % en K1 plus

faible gue celui des plantes de récolte.

b - Double fractionnement KC] avant et apres modification

alcaline

Le tableau & (3¢me partie) montre que le refractionnement de
la fraction K1 apres modification alcaline permet d“obtenir
une fraction soluble F1 prédominante (55,9 %) par rapport a
la fraction insoluble F2 (34,8 %) pour 1‘échantillon R42,
alors que ce rapport est inversé (respectivement 28,8 % et
46,6 %> pour 17échantillon R38. Ainsi l7échantillon de
croissance rapide R42 qui contient une quantité de fraction
K1 beaucoup plus élevée que R38, contient, apreés '
modification alcaline, un pourcentage de fraction insoluble
dans le KCl beaucoup plus faible que R38. L’explication de
ceci pourratt étre 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
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dans le KCl, et sont responsables de la teneur élevée en K1
de R42. Nous avons émis |’hypothése que la modificaticn
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 KCl, F2, résulterait de sa simple
séparation de la fraction restant soluble F1. Les spectres
RMN ont montré que, dans |l7échantillon R42, F1 était
constitué entiérement de omega carraghenane (figure 3). Les
spectres 13C RMN des fractions F2 des échantillons R38 et
R42, sont représentés dans la figure 20. Ces spectres sont
ldentiques et constitués essentiel lement par du omega
carraghenane avec des quantités moindre de kappa et de beta.
Ce dernijer polymére est sensiblement aussi abondant que le
kappa alors qu’on ne le trouve qu‘a l“état de traces dans
les polyméres obtenus par d‘autres types de fractionnement a
l1“exception des fractions d“¢lutions 0,5 et 1 M sur colonne
D.E.A.E. I] 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 (ljiaisons par 1‘intermédiaire de protéines)
restent associés au omega carraghenane dans la fraction
scluble dans le KCl. Ces kappa et beta carraghenane gqui se
dissocient du omega de la fraction K! apres modification
alcaline, représentent une part relativement constante du
polymere total quel que soit la vitesse de croissance de

l“algue. Le omega carraghenane, qui reste soluble meéme
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aprés modification alcaline (fraction F1), serait synthetiseé
de fagon beaucoup plus abondante dans les plantes en
croissance rapide gue dans les plantes en croissance lente.
Ceci explique que la teneur en F1 est beaucoup pus élevé
dans les plantes en croissance rapide gue dans les plantes

en croissance lente

- Conclusi i

Les échantillons en croissance rapide possédent les mémes
carraghenanes que les échantillons en croissance lente. La

teneur en carraghenanes dans les deux cas est sensiblement

la méme. 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 1‘/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 Ki qui est la plus riche en omega

augmente chez les échantillions 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 K2 n’augmentent pas. Ces omega

particul iéerement solubles, gqui augmentent chez les algues en
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croissance rapide, pourraient etre constitués par des

‘polyméres de faible masse moléculaire.



CINQUIEME PARTIE
ETUDE DES RELATIONS ENTRE LES CARRAGHENANES
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Au cours de cette étude nous nous sommes efforgés de séparer
les caraghenanes en fonction de divers caracteéres
physico-chimiques tels que la solubilité , la charge et la
taille des molécules. Le but principal de ces
fractionnements est de faire wun inventaire des cas de
coexistence entre plusieurs types de carraghenanes au sein
d‘une méme fraction. Une telle démarche a déja eteé
entreprise lors de l1’isclement 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 molécules qui
pourraient eétre des hybrides, constituées de 2 structures
li¢ées par liaison covalente. Nous pensons que |’existence de
telles associations augmente la probabilité de 17existence
de relations biosynthétiques entre les carraghenanes ainsi
liés, Dans les recherches gque nous exposons ci-dessous les
carraghenanes ont ¢été fractionnés en fonction de leurs
masses moléculaires. Les échantillons ainsi traités le sont
soit directement, soit apres avoir subi un premier

fractionnement basé sur les différences de propriétés
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physico-chimiques (solubilité & froid, gélification en
présence de K*). La masse moléculaire des polyméres d’une
méme fraction doit etre prise en considération pour
expliquer la coexistence ou non de ceux-ci au sein de cette
fraction. La solubilité des carraghenanes, ainsi que leur
aptitude & précipiter dans certains miliéux est en effet
affectée par leur masse moléculaire.

La séparation des polyméres en fonction des masses
moléculaires a été effectuée par tamisage moléculaire des
échantillons sur gel sephacryl! S400. Cette méthode n’est
valable que si 17on admet que la densité de charges sur le
polymere n‘affecte pas sa migration sur un tel gel. Afin de
vérifier la validité de cette affirmation, nous avons
utilisé 17ensemble des fractions de 17échantillon R42,
séparées par chromatographie d’échange d‘ions sur un gel de
D.E.A.E. sephadex (voir premiére partie).

On peut penser a priori, que dans une méme fraction
D.E.A.E., tous les polyméres présentent sensiblement une
méme densité de charge et que les sous-fractionnements
obtenus par passage de celle-ci sur le gel S400 (en milieu
LiCl 0,2 M) ne serait doa qu-a dgs différences de masses
moléculaires. Dans le cas ou de faibles différences 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
vérifier ceci en effectuant des dosages de la teneur en S04

des différentes sous-fractions.



158

B - Protocole expérimental

Nous avons utilisé pour cette étude les échantillons de

Risscella R42 et R44.

1 - préparation des échantillons

L’ échantillon de carraghenane R42 a ¢été obtenu par
extraction dans 17eau & 90° et précipitation par le CTAB de
l“extrait obtenu. L‘échantillon de carraghenane R44CE a été
obtenu par "“extraction a froid" et précipitation CTAB de

l1"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 D0S; R42 Di1; R42 DZ2;
R42 D3, correspondant aux élutions de la colonne par des

solutions de NaCl respectivement 0,5 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
Sephacry! S400. Cette colonne a ¢été calibrée 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.
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4 - analyse des fractions S400

Teneur en sucres totaux: (méthode au phénol sulfurigue?
La mesure a ¢té 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 a ce traitement dans
lesquel les apparaissent des oligosacharides sont celles qui

contiennent des ségquences kappa carraghenanes.

6 - Détection des oligomeéres de kappa carraghenane
Les fractions contenant des oligoméres sont détectées par
chromatographie sur couche mince CCM, ou par |7augmentation

cdu pouvoir réducteur.

7 - Teneur en SO4 et spectre RMN:
Certaines fractions ont éte réunijes, dialysées et
lyophilisées pour analyse de la teneur en sulfate (méthode

décrite dans 1a partie "matériel et méthode") et

spectroscopie RMN.

C - Résultats
1 - Chr to hie lon 400 des fractions D.E.A.

Les fractions 0,5 M, 1 M, 2 M, et 3 M, obtenues par

fractionnement D.E.A.E. de 17échantillon R42 ont éte
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chromatographiées sur S400. Les courbes d’é¢lution de chaque
fraction sont représentées sur la figure 21.

La teneur en SO4 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 S0, 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’é¢lution des polyméres que nous
avons séparée sur colonne S400 est a priori indépendante de
leur taux de sulfatation, et on peut considérer que cette
position d’élution refléete leur masse moléculaire.

L analyse des taux de sulfatation des différentes
sous—fractions d‘’une méme fraction D.E.A.E. ne permet de
déceler aucune heétérogénéité, et notamment ne met en
évidence dans la fraction 3 M aucune sous fraction
"super-sul fatée" quli aurait pu étre un indice de la présence

d’unités alpha-D-galactose 6-sulfate.



Sucres totaux
mg/ml

t

pic d'élution
du dextran 200 000 - 300 000

|

1M

galactose

volume d'élution
ml

110 130 150 170 190 210 230

Figure 21- Courbe d'élution sur colonne S$400 des fractions D.E.A.E
de 1'échantillon de carraghenane R42

fraction &luée par NaCl 0.5 M (a),NaCl I M (%),NaCl 2 M (m),
NaCl 3 M (#).

Vt= volume total du gel= 235 ml
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Tableau 18

Teneur en 304 des sous-fractions S400 des fractions

d’élution D.E.A.E. de 1‘échantiiion R42

fractions D.E.A.E.

molarité d’élution NaCl

0,5M
0,5M
0,5 M

1,0M
1,0M
1,0M

1,0 M

2,0 M
2,0 M

2,0 M

3,0 ¥
3,0 M

3,04

sous-fractions S400

82-103
103-131

131-161

99-121
121-150
150-183

183-213

89-116
116-170

170-199

98-132
132-186

186-212

m!
ml

ml

mi
ml
ml

mi

ml
ml

mi

ml
ml

% 50,2

6,1
11,0
8,7

16,8
11,0
14,2

13,4

28,2
32,5

32,0

2 exprimé par rapport a la quantité de galactose total
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Figure 23 - Spectre RMN du ]3C des sous fractions S400 de 1la
fraction D.E.A.E 2 M du polymére extrait de 1'eéchantillon

R. verruculosa, A = fr 95-148, B

= fr 149-193

Les svmboles suivants se rappertent respectivement aux unités
répétitives galactose et 3,6 anhydrogalactose du beta (A, G),
omega (A', G') et kappa (A", G") carraghenane
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Les courbes d’élution des fractions D.E.A.E. 1 M, 2 M, et 3
M montrent une grande polydispersité oJdes polyméres . 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 1a fraction D.E.A.E. 0,5 M ne
recouvre que la zone correspondant aux volumes d’élutions
les plus faibles. On peut remarquer gque cette courbe
d’élution se superpose presque exactement a 1‘épaulement de

la courbe obtenue pour la fraction 1 M.

De cet ensemble de courbes celle de la fraction 0,5 M se
distingue nettement des autres parce que son profil révele
qu’elle n’est constituée que de molécules de masses
moléculaires élevés. Ces polymeres de la fraction 0,5 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 & une discontinuité dans la
répartition des masses moléculaires de ses constituants. Une
telle discontinuité semble indiquer que cette fraction est
constituée de deux sortes de molécules.

Les polymeéres 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 discussion sur les relations
entre ces polyméres, que le beta carraghenane était peut

étre lié au omega ce qui expliquerait gqu’il ne puisse étre
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élué & l7’eau. La courbe d’élution semble indiquer que ce
polymére hybride, s’i] existe, a une masse moléculaire
élevée. I1 a été montré par RMN que dans 1la fraction
D.E.A.E. 1 M, le rapport omega/beta est beaucoup plus élevé
que dans la fraction 0,5 M. L‘augmentation de ce rapport
explique pourquoi la fraction 1 M a une teneur en SO4 plus
élevée que la fraction 0,5 M. Le polymére correspondant a
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 polymere.
Celui-ci est caractérisé par une plus grande polydispersité.
Le spectre 13C RMN de la sous fraction S400 corespondant a
l1“épaulement de la fraction 1M (volume d’élution 98 a 148
ml) désigné par R42 iIM fr 98-148, ainsi que celui de la sous
fraction correspondant au reste de la courbe d’élution
(volume d’élution 149 & 216 ml) et désigné par R42 1M fr
149-246, sont représentés dans la figure 22. Les spectres
des sous-fractions 1M fr 98-148 et 1IM fr 149-216 sont
presque identigques. Ces spectres sont caractérisés par des
signaux correspondant & la structure omega d’intensité
sensiblement égale aux signaux correspondant a la structure
beta. La fraction D.E.A.E. 1M, dont ces sous-fractions sont
issues, ¢était caracterisée par des signaux omega plus
important que les signaux beta. Il est possible qu‘il y ait

eu une legeére perte de cmega lors du sous fractionnement.



167

La teneur en sulfate des fractions 1M fr 98-148 et 1M fr
149-216 étant sensiblement la méme (tableau 18>, il s’agit
de structures hybrides beta-omega, apparemment de méme
composition, mais de masse moléculaire différente

La courbe d“élution de la fraction 2M montre que celle-ci
est constituée de polyméres présentant une polydispersité
recouvrant toute la gamme d‘élution permise par la colonne.
Les sous fractions S400 correspondant aux volumes d’élution
95 & 148 ml ont été regroupées en une sous-fraction désignée
par 2M fr 95-148, celles correspondant aux volumes d’élution
149 ai193 ml ont été regroupées en une sous-fraction 2M fr
149-193.

Les spectres !3C Rmn des sous fractions 2M fr 95-148 et 2M
fr 149-193 sont représentés dans la figure 23. Ces spectres
montrent que les deux sous-fractions sont constituées
presque exclusivement par du omega carfaghenane,. avec
cependant guelques traces de kappa dans la sous-fraction 2M
fr 149-193. La teneur en S04 dans les différentes sous
fractions de la fraction D.E.A.E. 2 M reste sensiblement la

méme .

Seules les sous fractions provenant des fractions D.E.A.E. 2

M et 3 M ont été soumises & une hydrolyse par la kappa
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carraghenase afin de détecter les séquences kappa
carraghenanes de leurs polyméres. Le tableau 19 montre le
résultat de la chromatographie CCM de ! hydrolysat de chaque
sous-fraction. La présence 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’élution 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
3400 contiennent donc du kappa carraghenane, alors gque
seules les sous fractions correspondant aux plus petites
masses moléculaires, isolés de la fraction 2 M, contiennent
des traces de kappa. Il est intéressant de noter que
l“hydrolyse par la kappa carraghenase a permis de deétecter
la présence de kappa carraghenane dans les mémes 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 preésentent
pas, comme l7indique le tableau 18, des teneurs en sulfate
différentes des autres sous fractions de la fraction 2 M.
Elles ne peuvent donc pas étre considérées comme directement

responsables de la teneur en sulfate élevée de la fraction 2

M.
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Tableau 19
Evaluation par chromatographie CCM de 1‘/abondance des différents
ol igosaccharides obtenus par action de la kappa carraghenase sur
les sous-fractions S400 des fractions D.E.A.E. 2M et 3M du

carraghenane de 1‘échantillon R42

D.E.A.E. 2M D.E.A.E. M
fraction dimére tetramére fraction dimére  tetramére
d’élution d’élution
105 - - 103 + ++4
118 - - 116 + +14
132 - - 130 + ++4+
145 - 3 143 + ++4
159 LA + 156 + +++
178 + + 169 + +44

185 + ++4
198 + +44

204

I+

++




La courbe d’élution sur colonne S400 du carraghenane total
extrait de l“échantillon R42 est représentée sur la figure
24. Sur cette méme figure sont représentés les pourcentages
de sucres réducteurs, exprimés par rapport aux sucres
totaux, obtenus aprés hydrolyse de chaque fraction par la
kappa carraghenase. Ce pourcentage de sucres réducteurs
permet d‘obtenir une estimation de la teneur en kappa
carraghenane dans les différentes 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 1le montre 17analyse décrite au
paragraphe précédent, la méthode de détection par la kappa
carraghenase est plus sensible. Elle 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 gquantité de
matériel dans chacune d’entre elle ne permettant pas de

réeal iser des analyses par RMN.
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Figure 24- Courbe d'@lution sur colonne Sephacryl S400 du carraghenane

total de 1'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
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L étude preéeliminaire des carraghenanes de Rissoella (3¢éme

partie) a permis de mettre en évidence un certain nombre de
relations entre ces pclyméres:

Le beta carraghenane coexiste toujours avec le omega, mais
Jamais avec le kappa

De telles relations sont pour nous significatives dans la
mesure ou le beta carraghenane, qui n‘est pas sulfate,
devrait pouveoir etre séparé facilement des 2 autres
carraghenanes si les différentes structures ne sont pas
liées. 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 eétre prise en considération
dans toute hypothese sur d” éventuelles relations
biosynthétiques entre ces molécules, dans la mesure ou 1’on
peut facilement concevoir un mécanisme permettant le passage
direct de 17un & l7autre type de structure.

Le kappa carraghenane a également toujours été rencontré
coexistant avec le omega quelle que soit la méthode de
fractionement utilisée.

Le fractionnement sur gel S400 a montré que ce polymere
n‘est présent qde dans les fractions d’élution correspondant
Q des masses moléculaires intermédiaires,. La courbe
d“élution S400 du carraghenane total mentre que les
fractions dépourvues de kappa sont relativement peu

abocndantes. Les structures omega etant largement
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prédominantes sur les kappa dans le carraghenane total,
comme le montrent les analyses RMN, la quantité de ce
polymére est supérieure a 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
polymeére.

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 gque la non dissociation de ces
deux polymeres est loin de signifier que les deux structures
sont indissociables, dans la mesure ou il n’est pas certain
que les différents fractionnements utilisés aient été
vraiment appropriés pour une telle séparation.

En ce qui concerne la recherche de nouveaux types de
carraghenanes, les différents fractionnements éffectués dans
le cadre de la structure fine n“apportent rien de plus que
ce gu’a permis de mettre en évidence la premiere 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 17analyse de leur
teneur en sulfate, n‘a permis de mettre en évidence aucun
carraghenane contenant des unités alpha-D-galactose

6-sulfate, qui auraient pQ eétre des précurseurs du kappa

carraghenane.
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D’autres résultats, obtenus dans le cadre de cette étude
fine des relations entre carraghenanes, ont permis de mettre
en évidence une hétérogéné;té dans la distribution des
polyméres de certaines fractions. Une telle hétérogénéité
peut eétre mise en évidence dans la fraction D.E.A.E. 1 M,
qui apparatt constituée de deux groupes de molécules,
différant par la distribution de leurs masses moléculaires.
Ces deux catégories de polyméres contenus dans la fraction 1
M sont caracterisées par un rapport beta/omega inférieur a
1. Parmi ces deux catégories, celle correspondant aux masses
moléculaires les plus élevées présente une distribution de
ces derniers assez proche de celle des polyméres de 1la
fraction D.E.A.E. 0,5 M. C’est ainsi que ces deux derniéres
catégories de molécules se distinguent des autres par le
fait qu’elles ne sont représentées que par des molécules de
grande taille. Nous pensons que les molécules de la fraction
0,5 M ainsi que celles de la fraction 1 M correspondant aux .
masses moléculaires ¢élevées pourraient représenter deux
étapes d’une méme évolution biosynthétique au cours de
laquelle un carraghenane hybride beta-omega évoluerait vers
le remplacement d‘une des structures par 1‘autre sans
changement de masse moléculaire. Un tel processus a déja été
imaginé par Rees pour la transformation du mu carraghenane
en kappa (Weigl! et Yaphe, 1966a).

Une autre heétérogénéité, consiste en la deétection par

chromatographie sur couche mince de traces de kappa
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carraghenane dans les sous-fractions correspondant & de
faibles masses moléculaires, isolées de la fraction 2 M.

La quantite de polyméres contenus dans ces fractions n‘a pas
été suffisante pour que 1‘on puisse en faire 1’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 polymére, 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 1‘on retrouve
dans la fraction 3 M. Ce qui expliquerait la présence de
kappa dans la fraction 2 M pourrait étre une conformation

différente de ceux de la fraction 3M.
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L’ étude des carraghenanes de R. verruculosa et de leur
filiation biosynthétique est une entreprise que 17on aborde
avec un regard trés différent suivant que 17on congoit cette
recherche <comme une simple tentative de découvrir de
nouveaux types de carraghenanes ou comme |7acquisition de
données permettant de comprendre le mécanisme général de
mise en place de ce type de polymeére dans la paroi.
Généralement, les especes d’algues carraghenophytes
contiennent des mélanges de molécules différant les unes des
autres par des détails structuraux qui permettent de les
distinguer mais aussi de les relier temporellement par
l1”intermédiaire d’une relation de biosyntheése. Dans tous les
cas, les recherches doivent donc commencer par un inventaire
exhaustif des différents types constituant |“extrait brut
issu des échantillons de |‘espece étudiée.

La seconde étape n’est jamais évidente a concevoir car elle
dépend évidemment des résultats de la premiere.
Historiquement, les rares recherches sur les relations
piosynthétiques entre deux carraghenanes n‘ont éte
entreprises que lorsque la présence simultanée de ces deux
molécules dans les extraits des especes d’algues etudiées

pouvait laisser supposer gque |‘une était un précurseur de
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17autre. L’une des relations souvent observée a été la
présence simultanée, dans 1’extrait d‘un méme échantillon,
de structures dont 1“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 reéunir dans une méme plante, et ont
montré gque d‘une part les deux structures étaient liées (
Greer et Yaphe, 19842, d’autre part qu‘une enzyme
permettait le passage de 1‘une a 1‘autre (Wong et Craigie,
1978>

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, il a fallu entreprendre
1“étude des relations entre ces structures, sans pouvoir
comparer nos observations a4 des modéles analogues. Devant
17 absence de références et l’impossibilité d’ imaginer
parcomparaison un modele ordonné dans le temps de la
filiation entre ces molecules, 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 elles
intervenir simultanément dans la mesure ou la mise en
évidence de nouveaux carraghenanes est basée sur des
fractionnements permettant d‘obtenir un enrichissement en

ces molécules et que |/impossibilité de dissocier deux
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polymeres par ces mémes 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 17hypothése suivant
laguelle l’observatlon' de relations de coexistence entfe
différents types de carraghenane aurait une signification
biosynthétique. Une telle démarche repose sur une hypothése
qui peut apparaltre spéculative mais s’appuie également sur
1“exemple d’autres molécules de carraghenanes pour
lesquelles elle a ¢été vérifiée (Greer and Yaphe, 1984). La
confirmation de cette hypotheése ne correspond pas & 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 coexistence entre
les polymeéres et a4 ne plus prendre en compte celles qui
présentent des caracteres tels qu‘elles ne pouvent pas avoir
de signification biosynthétique.

En nous référant aux travaux sur 1 “hybridation des
carraghenanes (Greer and Yaphe, 1984%), nous avons pensé qgue
si des relations biosynthétiques existent entre ces
carraghenanes, il y a de fortes chances pour gque les
molécules présentant ces relations soient liées par liaisons
covalentes. Démontrer |’existence de telles liaisons n’est
pas toujours facile dans la mesure ou les molécules de
carraghenanes ont tendances & s‘associer par 1’intermédiaire
de lliaisons électrcstatiques. Nous avons donc pris la

précaution d’utiliser une force ionigue élevée pour éviter
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de telles associations. La non dissociation de deux
polymeres soumis A différents fractionnements n’‘est pas une
preuve absolue de |‘’existence de liaisons covalentes entre
leurs molécules. Lorsque 1‘on ne connait pas parfaitement
les propriétés physiques des polyméres gque 1‘on veut
séparer, l7utilisation de méthodes de fractionnement basées
sur des principes trés différents augmente la signification
d’une non dissociation. Les conclusions doivent cependant
étre formulées avec une grande précaution, et doivent garder
une valeur relative,

Nous avons donc adopté cette démarche pour séparer les
carraghenanes de Rissoella.

La diversité des méthodes de fractionnement que nous avons
utilisé a en outre 17avantage de permettre la mise en
évidence d’éventuels carraghenanes minoritaires . En effet,
la séparation aboutit finalement & un enrichissement en ces
molécules, et elles peuvent etre détectées alors qu’elles

étaient passées inappergues auparavant.

B _-VERIFICATION DES HYPOTHESES DE DEPART ET REFLEXIONS SUR
L ANISM N PLAC ES MPO PARIETAUX

1 - Composition en carraghenanes

Les spectres IR du carraghenane de R. verruculosa que nous
avons obtenus dés le début de cette étude semblaient
indiquer que ce polymere était de type kappa. La

spectroscopie IR n’est cependant gqu‘une technique
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approximative d’identification d’un phycocolloide, et ne
permet que d’écarter certaines hypothéses. Dans la seule
étude publiée, a notre connaissance, sur le carraghenane de
v uc , celﬁi-ci est décrit comme étant
principalement constitué de structures beta cocexistant avec
des structures kappa nettement moins abondantes (Combaut et
al., 1985>. Nos travaux ont montré que . Vv ucyl
contient surtout un carraghenane de type nouveau, gue 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 & celui
présenté par Combaut et al. Ces auteurs ne prennent en
compte que les carbones anomérigques pour l‘identification
des carraghenanes, alors que |’“examen des autres signaux du
spectre montre clairement qu’ils ne peuvent correspondre a
ceux de la structure proposée. Notre identification du omega
carraghenane est confortée par |“isolement de ce polymeére
dans une fraction dont le spectre RMN ne montre plus que les
signaux que nous avons attribué & cette structure. La
confusion avec une structure beta s‘explique par le fait que
celui-ci présente certains déplacements chimiques identiques
a ceux de la structure omega.
11 nous paratlt donc important de mentionner que

l1”identification d‘un carraghenane par RMN ne peut se
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suffire de la seule analyse des signaux correspondants aux

seuls carbones anomeériques.

2 - Filiation biosynthétique

La mise en évidence des structures omega et kappa dans le
carraghenane de R. verruculosa nous a conduit & émettre
1“hypothése que celles-ci pouvaient dériver de précurseurs
dans lesquels 1‘unité 3,6-anhydrogalactose était remplacée
par du galactose 6-sulfate. D’apres cette hypothése les
carraghenanes seraient formés par désul fatation 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 hypothése en ce qui concerne les relations
entre le beta et le omega, qui constitueraient deux étaoces
d’une méme filiation biosynthétique. Par contre de tels
liens semblent ne pas exister entre le beta et le kappa. En
dépit des efforts que nous avons déployé pour apporter une
réponse a4 cette question, nous n“avons, & 17heure actuelle,
aucun argument permettant de formuler une hypothése sur une
éventuelle filiation entre le kappa et les autres types de
carraghenanes présents chez R. verruculosa.

Parmi les especes d’algues qui ont fait 1’/objet d’une étude
biochimique, aucune ne contient gu’un seul type de

carraghenane. Les différents auteurs qui ont travaillé sur
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ce sujet ont pris |’habitude de parler de carraghenanes et
de leurs précurseursen se référant a la formation du pont
3,6-anhydro par désulfatation du galactose 6-sulfate des
unités 4-1iées.

A ce propos on peut s’interroger sur le terme de 1“évolution
naturelle des carraghenanes comme de celuj des autres
polygalactanes algaux. Il semble que le"vieillissement" des
cellules d’algues contenant de |‘agar s‘accompagne d‘une
désul fatation de la molécule et d’une formation de
3,6-anhydrogalactose (Craigie et Wen, 1984). Les résultats
de notre étude plaident plutdt pour une évolution allant
dans le sens de la sulfatation du polymére. Existe-~-t-il une
raison physiologique pour laquelle le polymére de certaines
espeéces se désulfateraient alors qu’ils subiraient la

transformation inverse chez dZautres?

3 - Mécanisme de la biosynthese

Si 17on admet que |’hétérogénéité d‘un polymere reflete son
évolution, on peut envisager deux hypothéses en ce qui
concerne le mécanisme de cette évolution:

L’hétérogéneijte serait dde a une différenciation du polymére
par addition de séquences de structures différentes, soit a
une évolution progressive de la strdcture de certaines
séquences.

Le modele de formation de omega carraghenane a partir du
beta, s71l1 est vérifie, plaide plutdt en faveur du deuxieme

mécanisme. Nos résultats semblent en effet indiquer que les
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molécules hybrides beta-omega, (si elles existent), gqui ont
les masses moléculaires les plus grandes sont aussi les plus
riches en beta. Cette derniére structure semble n’exister
que sous forme d‘hybride avec le omega, ce qui, & notre
avis, indique une structure évolutive. Le omega
carraghenane, qui présente a l17état pur une grande
polydispersité, constituerait un terme de 17évolution du
carraghenane de Rissoella.

Un modéle de biosynthese par transformation de séquences a
été mis en évidence pour les kappa, iota et beta
carraghenanes, isclés respectivement des espéces Hypnea
musciformis (Greer et al., 1984), Eucheuma nudum (Greer et
Yaphe, 1984b)> ét E. gelatinae (Greer et Yaphe, 1984a). La
formation de ces polyméres se férait par désulfatation
progressive de certaines séquences au sein d’une molécule de
masse moléculaire élevée. Il est intéressant de remarquer
que, chez R. verruculosa, cette transformation progressive
de séquences se ferait par sulfatation du beta en omega
carraghenane. Ainsi un méme type de carraghenane pourrait se
sul fater chez une espéce d’algue et se désulfater chez une
autre. Les enzymes responsables de ce comportement différent

restent en |‘occurence a découvrir.

4 - Localisation des carraghenanes
D“apres certains auteurs (Ramus et Groves, 19723 la
sulfatation d“un phycocol lotfde interviendrait aprés la phase

de polymérisation. 0On peut s’interroger sur le lieu de
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cette sulfatation dans la cellule. S7il était possible de
distinguer des carraghenanes cytoplasmiques des
carraghenanes pariétaux, on disposerait d’un excellent
argument pour démontrer le sens de la bicsyntheése. Les
expérienbes d’obtention de parois isolées ne permettent que
d’affirmer avec certitude que les omega, kappa et beta
carraghenanes sont bien des composés pariétaux, ce qui ne
préjuge en rien de leur appartenance éventuelle & d’autres

compartiments cellulaires.

S - Physiologie de la production des carraghenanes

Les expériences sur Gracjilarja tikvahiae méntre gque, en
croissance rapide, cette espéce contient un plus fort
pourcentage de précurseurs de l’agar (Craigie et Wen, 1984).
D’aprés ces mémes auteurs les températures élevées auraient
le méme effet que celui d’une croissance rapide. Il est
d’ailleur difficile de dissocier ces deux effets qui
seraient responsables des variations saisonniéres observées
dans la composition des agar et des carraghenanes. Par
analogie avec ce dernier systéme nous avons émis | hypothese
que Rissocella 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 de faibles masses moléculaire {(constituant
la fraction KlalcFl!) que les é¢chantillens présentént des

croissances lentes. Peut-on dire pour autant gque le omega
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serait précurseur d‘autres carraghenanes? Nous ne le pensons
pas. <Ces structures omega, gque nous considérons comme de
plus petite taille que les omega des autres fractions en
raison de leur grande solubilité, ne représentent gqu’un
pourcentage trés faible du carraghenane total. Il se
pourrait gque ces structures pfoviennent d’une sulfatation de
structures beta dont la polymérisation serait interrompue a
1”7état de courtes chalnes, chez 17algue en croissance
rapide.

On peut, pour terminer, s’interroger sur la facon dont les
variations de taille des molécules de carraghenane ou leur
degré de sulfatation peuvent affecter la physiologie de la
cellule algale, notamment en ce qui concerne les échanges
hydriques. Une résistance accrue a la dessication a éteé
invoquée pour expliquer que la paroi de certaines algues
brunes ¢était d‘autant plus riche en polyméres sulfatés
qu‘el les 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.

C - ELABORATION D“UNE STRATECGIE FUTURE

L’ étude du systéme carraghenane chez Rissoella et de sa
biosynthése n’est qu’une étape dans 1‘étude plus générale

des différentes voies métaboliques permettant 1‘é¢laboration
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de la paroi des algues rouges. Les carraghenanesque nous
avons observés ne constituent qu’un élément important de la
paroi de R. verruculosa. D’une fagon générale, comme nous
17avons dit en introduction, nous ne savons presque rien
chez ce type d’algues rouges des constituants coexistant
avec les phycocolloides dans la paroi cellulaire. De ce
point de vue notre expérience d’obténtlon de parcis isolées
a permis de développer une méthode permettant une
désagrégation progressive de la paroi, qui devrait permettre
a terme la mise en évidence ces autres constitants.

Les résultats acquis, permettent non seulement de connaitre
les principaux constituants du systeéme carraghenane de R.
verruculosa, mais également de dégager un certain nombre
d’hypothéses sur leur biosyntheése.

L’une des principales vérification qu’il faudra éffectuer
est celle qui consiste a 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 radicactifs), 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 polymeres coexistent.

Une autre approche, permettant d‘obtenir des informations
sur la riosynthese, a ¢té esquissée avec |’analyse de la
polycdispersité des masses moléculaires des différents

polymeres coexistant dans certaines fractions. Cette voie
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doit eétre poursuivie & l1‘aide de technigques de mesure des
masses moléculaires plus rigoureuses et moins fastidieuses
que celles que nous avons utilisées.

Ainsi nous pensons que |‘étude du '"produit fini" aide a
comprendre le mécanisme de sa biosynthése.

Si 1’on dispose aujourd’hui de méthodes fiables pour
déterminer les structures des différents carraghenanes, il
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 alternance de courtes séquences de différents types de
carraghenanes. Il y aurait transformation progressive de
certaines séquences d‘une macromolécule homogene pour
aboutir a 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 Ila
transformation. Quels sont les signaux de reconnaissance de
ces sites? La structure tertiaire de la molécule intervient
elle dans le mécanisme de reconnaissance? Il y a la tout un
aspect de la biosynthése que 17on pourra commencer a
explorer lorsque des méthodes permettant de connaitre le
mode d’alternance des différents types de carraghenanes , au
sein d’une molécule hybride, auront été deével oppées
((courbes de neutralisation, etc...).

La connaissance de ce mode d’alternance est également
essentiel le pour comprendre la physiclogie de la paroi. Deux

molécules hybrides de carraghenanes présentant la méme
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composition mais disposées dans un ordre différent, doivent
avoir des propriétés physiques treés différentes. C’est ainsi
que Rees a montré que dans les molécules de kappa, la
présence de quelques ééquences mu modifie totalement la
structure tertiaire de la molécule et permet une plus grande
rétention d’eau (Rees, 1969).

Les molécules de carraggenanes sont caractérisées par un
enchatnement de structures remarquablement répétitives,
présentant un nombre restreint de variations, ce gui en fait
un modele de choix pour 17étude des facteurs agissant sur
leur biosyntheése. A ce jour la plupart des recherches sur la
structure de ces polyméres se sont limitées a un inventaire
des différents carraghenanes coexistant dans |7extrait d‘une
méme espece ou dans une méme fraction de cet extrait.
L’étude du mode d’alternance des différentes structures a
1“intérieur d’une molécule de carraghenane permettra de
savoir si la faible variabilité dans la composition de ce
polymere se retrouve au niveau de l’organisation de ses
constituants. Ainsi nous pensons que la physiologie de la
paroi dépend autant de sa composition en polyméres gque de

leur organisation intramoléculaire.
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Introduction

Hypnea musciformis 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 to contamination by epiphytes. It was sup-
posed that large quantities of fertilizer, used at low
seaweed density, were responsible for this.

In this experiment, fertilizers 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. 2and 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 major
elements solution, with NaNOQ, 1300 mM, NH,CI
200 mM. NaH,PO, 75 mM: and a trace elements

Hydrobiologia 116117, 288-291 (1984).
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solution, with FeEDTA 20.66 mM, H;BO,
24.46 mM, MnCl,.4H,0 6.13 mM, ZnSO,-7H,0
0.51 mM, Na;MoG,-2H,0 1.07 mM, CuSO,.
5H,0 0.2 mM, Co(NO;),-6H,0 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). To
prevent infestation by Enteromorpha spp., the cul-
ture tanks were shaded with a fly screen, as long as
the culture density was low. To control the growth
of diatoms, the seaweeds were treated with GeO, at
a concentration of 4 mg-I-! for 10 h (Lewin 1966).

Light conditions. Tanks were covered with a fly
screen at jow 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

Effect of nutrients. Figure 2 shows that the produc-
tion of C. crispus in the 1981 experiment was in-
creased by raising the NO; concentrationto 18 uM
or greater, but no such trend was obvious with 4.
musciformis. On the other hand, in the 1982 exper-
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Fig. 1. Diagram of the culture tanks.
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Fig. 2. Seaweed cultivation in 1981.
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Fig. 3. Seaweed cultivation in 1982,

* Discontinuity of the growth curves reflects adjustment of culture density. Production is given in fresh weight.
** The pre-existing NO3 concentration in seawater is considered to be zero.
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Tahle I. Origin and condition of inoculation of the cultivated seaweeds.

Species Strain Origin Date Conditions of inoculation
Tank NO, Culture
concentrations density
(uM) (kg-m 2)
H. musciformis Rockaya Senegal 17.vii. 1981 C 0 0.2
Rockaya tank C 3.ix.1981 B transfer 5 0.2
Irene Ajaccio, Corsica 20.vii. 1981 D 0 0.8
Monique Ajaccio, Corsica 29.vii. 1981 D 29 0.65
isabelle Sagone, Corsica 5.ix.1981 D 18 0.5
C. crispus Yane Bretagne 27 vii. 1981 E 0 1.1
H. musciformis Aminata Sencgal 28.vii.1982 A 0 0.6
Myriam Senegal 28.vii. 1982 F 0 ]

iment, an increase in the yield of H. musciformis
was obtained when the NOj concentration was in-
creased from 0 to 69 uM. At this highest NO3
concentration, and with a culture density main-
tained between 3.1 and 4.9 kg- m-2, a production of
340 g-m-2, d-! (fresh weight), could be obtained in
tank A.

Raising the NOj concentrationto 103.8 uM, dur-
ing the same experiment, was followed by a de-
crease in the yield, due to arrival 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 davs. and died. The same
plants left in their original habitat also turned white
and died three weeks later.

Strain Isabelle, a H. musciformis from another
location in Corsica. receiving relatively high nitrate
concentration, grew rapidly for two weeks. It then
became epiphytized and had to be discarded.

Control of epiphytes. The development of epi-
phytes was prevented by increasing the NOj con-
centration proportionally to the increase in the
seaweed density in tanks A. C, E and F. H. musci-
Jformis, strain Rockaya. clean of epiphytes in tank
C, was epiphytized by diatoms when transferred to
tank B, at high NO; concentration. This diatom
growth was stopped by treatment with GeQO,.
Factors influencing the development of epiphytes
were studied in an experiment in which seawater
was run at four exchanges per dayv in two 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 Enteromorpha spp. and very few
diatoms.

Culture density. The highest culture density tested
was 6.3 kg-m-2, intank F, and corresponded to the
maximum yield. In all tanks the same proportional-
ity between culture density and yield was found.

Flushing rate. The yields were almost the same in
tank F, receiving 4.5 exchanges per day, and in tank
A, receiving 6.75 exchanges per day.

Nitrogen uptake. A production rate of 308 g- m-2V
d-' was obtained with H. musciformis in tank F.
This is equivalent to an assimilation rate of
0.079 g-at N.d'!, assuming that 3% of the dry
weight of the plant is N, and that the dry weight/
fresh weight ratio is 0.12. This N production was
obtained with an input of 198.7 mmol NO;.d"{, and
30.57 mmol NH7 . d-!intheinfluent water. Thisisa
total input 0f0.229 g-at N.d-'. The efficiency in the
assimilation of nitrogen was 0.079/0.229 x 100 =
34.4.

Table 2. Average temperature in the tanks.

Dates 1981 1982
15-31 vit. 230:C 250°C
I-14. vii 24 247
1S3 vin 220 247
b-14.0x. 229 220
14-30.1x. 227 230
- 7.x. - 212




Discussion

Climatic conditions of Corsica, during summer,
allow the cultivation of a tropical species, Hypnea
musciformis, and a temperate species, Chondrus
crispus. Among the different strains of H. musci-
formis tested, only the plants coming frc.a Senegal
were successful. It 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 NO;. 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. musciformis from Senegal are approximately
50-70 uM NOj, 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 uM 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
system loaded initially at 2000 uM N, nutrient-
starved Gracilaria assimilates 100% of nitrogen
when it is supplied as NH7, and only 37% of this
nitrogen supplied as NO:. The 34.4% efficiency,
obtained in our experiment, is rather high, consid-
ering that N was mostly NOj, 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-2.d-!
(fresh wt), obtained at the end of September with H.
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musciformis, could be improved if a higher cultur
density had been available as early as July, whe
sunlight intensity was at a maximum. If a highe
growth is expected in June-July, and no growt
during the winter months, the production of 340 g.
m 2.d ' could be an average over the year, equiv
alent to 1241 t.na''.a ! fresh weight. Chondru
crispus, on the other hand, is better adapted to the
winter light conditions. Only low NO; 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-
Sformis, the prospect of growing this species on an
industrial scale is not unrealistic. The ability of H.
musciformis to survive the winter conditions in
Corsica has first to be demonstrated.
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Introduction

Rissoella verruculosa is a red alga that grows profu-
sely in the Mediterranean, and was cultivated success-

fully in tanks on the island of Corsica (Mollion er al.
1985).

The alga bas a cell wall with a high content of
carrageenan, whose structure was described as kappa-
like carrageenan (Combaut er al. 1985). 3C NMR
studies of the polysaccharide from samples collected
in nature and in culture show a complex structure
with kappa carrageenan as a minor component. We
repont the structure of carrageenan synthetized by R.
verruculosa and the isolation, by KCl fractionation
and alkali treatment, of a new type of carrageenan
containing 3-O-B-D-galactose 6-sulphate linked to 4-
O-3,6-anhydro-a-D-galactose.

Material and Methods

Samples R 38 and R 9 of R. verruculosa (Bert.) J. Ag.
were collected on the coast of Corsica, France. A
part of sample R 38 was cultivated in tanks at the
France Aquaculture Marine Station, Ghisonaccia
and collected after one month as sample R 42. The
carrageenan was prepared by precipitation with cetyl-
trimethylammonium bromide (C.T.A.B.) as pre-
viously described (Mollion 1978) and fractionated by
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a procedure based on gelation in 0.3 M KCl, separ-
ation of KCl] soluble and insoluble fractions and
treatment with alkali (Craigie and Leigh 1978). Alkali
modification (Table 1) of carrageenans converts 4-O-
a-D-galactose 6-sulphate residues to 3,6 anhydro-
a-D-galactose (3,6 AG). The formation of 3,6 AG
increases the gelling properties of the molecule, and
allows for separation of an additional KCl insoluble
fraction as K1alk F2 (Table I). Sulphate was deter-
mined by a turbidimetric method (Craigie and Leigh
1978), and anhydrogalactose with the resorcinol re-
agent (Yaphe and Arsenault 1965).

Table 1. Fractionation of R. verruculosa carrageenan.

03I M
i m ko Kt alk Fi sol
xa Klsol ——e K1 all e
Total 0.3 M NaOH K1 alk F2 insol.
extract NaBH,

K2 insol. = K2 alk

Proton decoupled *C NMR spectra were recorded
on a Brucker AM 400 spectrometer at 100.62 MHZ
at 80°. The chemical shifts (ppm) were measured
relative to internal dimethy! sulfoxide (39.6 ppm) and
converied into values relative to external T.M.S.
Distortionless enhancement by the polanzation-

transfer (DEPT) pulse technique was used (Doddrell
et al. 1982).
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Results and Discussion
Extraction and fractionation

The extraction yield and percentage of each fraction
1s shown in Table I1. The 3.6 anhydrogalactose/SO,
ratio of fraction K 2 alk, after alkali treatment of K 2,
does not change, suggesting that fraction K 2 lacks
precursors of 3,6 AG. Similar treatment ¢ K1 results
in an increase in the ratio in fraction K1alk F2.
More research is necess?:y to confirm tha this is due
to 3,6 AG precursors.

Table I1. Analysis of carrageenan fractions.

Samples
Fractions® R42 R 38 R9
yield % 3,6 AG! yield %
SO
total carrageenan 59.9 62.1 56.4
K t* 273 0.90 47 16.1
K2 61.3 1.06 73.7 73.7
K 1alk¢ 66.8 1.08 78.9 65.1
K 2 alk¢ 75.6 1.10 94.1
K1alkFie 55.9 0.94 28.8
K 1lalk F2 348 1.76 46.6
* sec Table 1 for description of fractions
® molar ratic of 3,6 anhydrogalactose to total sulphate
¢ KCl soluble and insoluble fraction: yield % of total extract
d

yield % recovered from alkali treated KCl soluble and
insoluble fractions

yield of KCl soluble and insoluble fraction from alkali
treated KCl soluble fraction of carrageenan

13C NMR analysis of carrageenan in different fractions

The 3C NMR spectrum of fraction R42K1alk F1
(KC1 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-B-D-galactose 6-
sulphate was deduced from the *C NMR data. The
13C NMR chemical shifts of this structure (Table
1I1) were very similar to the chemical shifts of beta
carrageenan {Greer and Yaphe 1984) except for car-
bons Cg, Cs, C, of the galactose unit and for C, of
the 3,6 AG unit.

HO

(o]
O

Fig. 1. Proposed structure of the repeat unit in carrageenan
fraction R 42 K1alk F1 from R. verruculosa.

Table 111. ¥C NMR chemical shifts for carrageenan fraction
R42K1alk F1 and R42K 2 from R. verruculose and betd
carrageenan, with the corresponding structures deduced fro:
their assignments.

Carrageenan C1 C2 C3 C4 C5 Co
fractions
R42Ktalk F1 A 946 702 796 787 769
G 102.7 69.5 80.2 660 729
R42K 2 A’ 951 70.2 791 784 769
G 1027 698 787 740 748
beta® A 946 703 794 780 769
G- 1026 695 805 665 753
CHROR CHy
gy o A-Gf : R, = SO,R, =
2 o~ o A-G* R, = R, =
-0 -G" :Ry=H R.=

Fs

* this fraction also contains the shifts for A and G; chemical
shifts for A’ and G’ are similar to those proposed for kappa
carrageenan (Rochas er al. 1980).

beta carrageenan {rom Eucheuma gelatinae J. Ag. (Greer and
Yaphe 1984).

¢ The structure for AG and A'G” were also given for the |
polysaccharide from Phyllophora nervesa with ¥C NMR |
chemical shifts similar to the values obtained for R42K 2 |
{(Usov and Shashkov 1985).

The C, of the galactose unit exhibited a downfield
shift of 5.9 ppm, indicating a C4 sulphation on the
galactose unit (Lahaye and Yaphe 1985). This substi-
tution was confirmed by the upfield shift of A6 =
—24 ppm for Cs and —0.5 ppm for C, of the
galactose unit and by the downfield shift of +0.7
ppm for C, of the 3,6 AG unit. This proposed struc-
ture was further confirmed using a DEPT sequence
allowing the determination of carbon bearing substi-
tution. As expected the two C¢ carbons, bearing two
protons, were detected as negative peaks in the DEPT
spectrum. Thus the assignments of the two C¢ carbon
atoms at 69.5 and 67.3 ppm are confirmed.

The spectrum of the KCl insoluble fraction of carra-
geenan fraction R 42K 2 (Table 1) contains 12 peaks
assigned to the repeat unit in fraction R 42 K1 alk F1,
and additional peaks with chemical shifts that have
been attributed to kappa carrageenan (Rochas ez al.
1980). A similar spectrum was reported (Yarotsky er
al. 1978) for the carrageenan from Phyllophora ner-
vosa (De Cand.) Grev. and described as hybnd carra-
geenan containing kappa repeat units and the disac-
charide presented in Figure 1. Usov (Yarotsky er al.
1978) refers to this structure, confirmed by methyla-
tion studies (Usov and Arkhipova 1981), as an un-
usual representative of carrageenan of the kappa
type.

Botanica Marina / Vol. XXIX / 1986 / Fasc. 6
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Fig. 2. 13C NMR spectra of carrageenan from R. verruculosa (A) Fraction R42K 2 and (B) R42K1alk Fi (see Table 1). G. A
and G’, A’ respectively refer to galactose and 3.6 anhydrogalaciose residues in disaccharide repeat unit of omega and kappa

carrageenan (Table I11).

We have isolated a carrageenan from R. verruculosa
that lacks 3-0-B-D-galactose 4-sulphate and thus is
not a member of the kappa group of carrageenans
(McCandless and Craigie 1979). The carrageenan
containing 3-O-f-D-galactose 6-sulphate (Fig. 1) re-

Botanica Marina / Vol. XXIX / 1986 / Fasc. 6

presents a new type of carrageenan and we suggest
that it be called omega carrageenan. The *C NMR
spectra of fraction R42K2alk. R42K1alk F2.

R 38K 2and R9K 2alk are identical to that obtained
with R42K 2.
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The carrageenan from R. verruculosa has an omega-
kappa hybrid structure and not a kappa-beta (non
sulphated neocarrabiose), as previously reported
(Combault er al. 1985). Carrageenans with a mixed
omega-kappa structure have a greater gelling capacity
than polymers of omega carrageenan. The low gelling
properties of the omega carrageenan accounts for its
separation in the KCl soluble fraction K1alk Fi. The
effect of 6-0-sulphation on the rheological properties
of carrageenans reinains 10 be investigated.
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13C NMR study of the heterogeneity of the carrageenan from
Rissoella verruculosa (Bert.) J.Ag. (Rhodophtya)

Jean Mollion, Yanis Karamanos. Rafic Feghali and Serge Moreau'

Université des Sciences et Technigues de Lille Flandres-Anois, Equipe
Polvsaccharides Pariéiaux des Végéraux, UFR de Biologie, 9G5S5 Villeneuve

d'Ascq Cedex, 'INSERM, Uniié 42, Domaine du CERTIA. 59650 Villeneuve
d’Ascq, France

Abstract. The co-existence of w- and x-type polvmers in the carrageenan sysiem of Rissoella verruculosa
led us to investigate the possible precursors for these structures. No highly sulphated carrageenan similar
to what has been reported as precursor of most carrapeenan was found. Isolation of a third component. 5-
carrageenan. is reported. Fractionation by DEAE chromaiography shows that this latier polymer always co-
exists with « but is never found in the fractions containing a. The significance of this co-existence. as a
preliminary approach to establish biosynthetic relauonships between these different carrapeenans. is discussed.

Introduction

Carrageenans are a spectrum of polysaccharides with a common backbone of alter-
nating a (1-3)-, 8 (1—4)-linked D-galactose residues. The repeat units are often
substituted with ester sulphate groups and the 3,6-anhydrogalactose form of the 4-linked
a-D-galactopyranosyl residue. In a previous study we reported the structure of a new
type of carrageenan from the red seaweed Rissoella verruculosa (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. verruculosa
(1).

Classification on the basis of the sulphation pattern of the 3-linked B-D-galacto-
pyranosy] residue (3-5) indicates that this carrageenan constitutes a pew family, defined
here as the w family (Figure 1).

w-Carrageenan could be isolated by KC1 fractionation and alkali treatment as a soluble
polymer and separated from an insoluble x —w mixed structure. Gravimetric measure-
ment of the isolated w and the comparison of the intensity of peaks for each type of
polymer in the '*C NMR spectrum from the mixed structure show that w-carrageenan
1s predominant over x. The purpose of this study was to look for precursors for both
w and x structures in the carrageenan extracted from R. verruculosa. It is generally agreed
that, in the formation of most carrageenans, the 3,6-anhydrogalactose unit derives from
a 6-sulphated galactose precursor, as described in Figure 1. Such a precursor for x
from other red algae was shown to be p-carrageenan, a highly sulphated, coid extract-
able polymer (6).

Different methods were used to obtain polymer enriched in 6-sulphated galactose
precursor units.

One of the enrichment procedures is based on the increase in the solubility of the
polymer when the 3,6-anhydrogalactose unit is replaced by a 6-sulphated galactose.
This property allows carrageenan to be obtained bearing 4-linked, 6-sulphated galac-
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Fig. 1. Repeating disaccharide structures of carrageenan and the desulphation of the é-sulphated
galactose units into 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 strength obtained in the
presence of K*, when the 3,6-anhydrogalactose is replaced by a 6-sulphated galac-
tose unit. This allows fractionation of the carrageenan into a KCl-soluble fraction, enrich-
‘ed in 6-sulphated galactose precursor and a KCl-insoluble fraction. We could not find

any carrageenan bearing this type of precursor structure after enrichment by these two
procedures.
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Heterogeneity of carrageenan

Another technique ®o isolate the most charged polymer is of fractionation on DEAE
Sephadex. No carrageenzn bearing 4-linked, 6-sulphated galaciose could be found.

We report the results from the separation and the isolation by this technique of the
8 structure, a third component in the carrageenan system from R.verruculosa.

Materials and methods

Extraction

Sample R42 of R.verruculosa (Ber.) J.Ag. was obtained from a tank cultivation experi-
ment as previously described (1). The carrageenan was prepared by precipitation with
cetyltrimethylammonium bromide (7). and fractionated by a procedure based on gela-
tion in 0.3 mol/dm® KCl.

KCl fractionation

Fractionation of sample R42 by 0.3 mol/dm® KCI allows separation of a soluble frac-
tion, referred to as R42 K1. from an insoluble R42 K2 fraction.

DEAE Sephadex A-25 fractionation

DEAE Sephadex was prepared in the chloride form by washing with 0.5 mol/dm?
HCI, 0.5 mol/dm® NaOH and 0.5 mol/dm* HC!, The gel was then rinsed extensively
with distilled water.

A solution of carrageenan (130 mg) in distilled water (30 ml) was added to 50 m}
of Sephadex gel in a sintered glass funnel. The following concentrations of sodium
chloride were used sequentially to elute the polysaccharide fractions: 0, 0.2, 0.5, 1.0,
2.0 and 3.0 mol/dm®. The temperature of the eluent was maintained at 50°C.
Appropriate fractions were combined, dialysed and freeze dried.

Hydrolysis of carrageenan by x-carrageenase

Carrageenan (0.25% w/v) was dissolved in 0.05 mol/dm® sodium phosphate buffer,
PH 7.5, and hydrolysed for 24 h at 30°C with an excess of x-carrageenase obtained
from the bacterium Pseudomonas carrageenovora provided by Dr Yaphe. The x-
carrageenan degradation was evaluated by migration of sugars using TLC.

3¢ NMR spectroscopy

Proton-decoupled '*C NMR spectra (110.62 MHz) were recorded on a Brucker AM
400 spectrometer at 80°C, using a 5-mm dual probe. The chemical shifts (p.p.m.) were
measured relative to internal dimethy] sulfoxide (39.6 p.p.m.) and converted into values
relative to external TMS.

Analytical measurements

Total carbohydrate was measured by the phenol —sulphuric acid method, using galac-
tose as a standard (8).

Sulphate was determined by a turbidimetric method (9).
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Fig. 2. '3C NMR spectrum of the polymer obtained by cold extracucn of R.verruculosa. G and A
refer respectively to the galactose and 3.6-anhyvdrogalactose unmits.

Results

Analysis of the polyvmer obtained by cold extraction

CTARB precpitation of the cold extract from sample R44 yielded a polymer represent-
ing 18% of the dry weight of the plant before extraction.

The '3C NMR spectrum from this polymer (Figure 2) shows that it contains mostly
w-carrageenan, with traces of 8. The absence of x structure as inferred to from the
NMR analysis was confirmed by the failure to undergo hydrolysis following addition
of x-carrageenase. The presence of carrageenan bearing 4-linked, 6-sulphated galac-
tose residues would result in a chemical shift in the 103 —105 p.p.m. range in the NMR
spectrum for the C-1 of the 4-linked a-D-galactopyranosyl residue (5,10).

Such a chemical shift is totally absent from the spectrum of the cold-extractable
polymer.

KCl fracrionation of 10tal carrageenan

The 0.3 mol/dm* KCl-soluble R42 K1 fraction and the 0.3 mol/dm® KCl-insoluble R42
K2 respectively represent 27.3% and 61.3% of the total carrageenan. The '*C 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 amount of x, whereas the spectrum of R42 K1 consists almost entirely of w
with traces of x.

As no chemical shift 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 permitted by the NMR technique.

DEAE fractionation of total carrageenan

No polysaccharidic fractions were obtained on elution by H,O or with ionic strengths
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Fig. 3. 3C NMR specira of fractions R42 K1 and R42 K2 from the carrageenan of R.verruculosa G,

A and G’, A’ respectively refer to the galactose and 3.6-anhydrogalaciose residues in the disacchande
repeat unit of « and x-carrageenan

below 0.2 mol/dm* NaCl. The quantities of eluted polysaccharides obtained sequen-
tially in the 0.5 mol/dm?, 1 mol/dm?, 2 mol/dm* and 3 mol/dm’ NaCl fractions are
shown in Table 1. Boiling the DEAE gel for 3 min was necessary to remove poly-
saccharidic material at an ionic strength above 2 mol/dm® NaCl. In a paralle] experi-
memt, verification was made that the DEAE A 25 gel did not yield any polysaccharide
when eluted under the same conditions. Insolubilization of the carrageenan at this ionic
strength may be the reason for its retention on the column at 40°C.
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Table 1. Amount of material obtained at different 1onic strengths by DEAE fractionation of the
carrageenan sample R42 from R.verruculosa

Fraction (mol/dm") Percentage of total carrageenan
0.5 6.5
1 16.5
2 14.5
3 48.0

85.5 Percentage vield

The '*C NMR spectra for the different fractions are shown in Figure 4 and their
SO, values in Table 11.

The spectra of the 0.5 and 1 mol/dm® NaCl fractions contain 12 peaks assigned to
the repeat unit of w-carrageenan (1) and additional peaks with chemical shifts that have
been assigned to B-carrageenan (4).

Quantitiave estimation of the size of different peaks relative to both structures shows
that B-carrageenan prevails over w in the 0.5 mol/dm” fraction, whereas an inverse
ratio is observed in the 1 mol/dm?® fraction.

NMR studies of the 2 and 3 mol/dm” fractions show that the former contains pure
w-carrageenan, with chemical shifts as shown in Table IIl, and the latter both « and
x structures. Detection of x-carrageenase confirms the presence of this polymer in the
3 mol/dm® fraction. Traces of oligosaccharides were detected in the 2 mol/dm® fraction
after hydrolysis with x-carrageenase. It shows that x-carrageenan might be present in
the 2 mol/dm® fraction, although in quantities too small to be detected by NMR spec-
troscopy.

SO, content increases with ionic strength in the 0.5 to 2 mol/dm” fractions and then
decreases in the 3 mol/dm? fraction.

Discussion

No highly sulphated carrageenans. similar 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 containing mostly w structures, with traces of 8.
The absence of x-carrageenan in the cold extract indicates a lower solubility of this
polymer, as compared with «, or an absence of low mol. wt representatives of this
type of carrageenan in R.verruculosa.

DEAE fractionation allows isolation of 8-carrageenan, a third representative of this
type of molecule, in addition to « and x previously described in the extract from R. ver-
ruculosa.

Whether this 8 structure could be a precursor for both w and x structures should
be considered.

The presence of hybrid -, 8- and x-carrageenan in Eucheuma gelatinae was
demonstrated by Yaphe who suggested that 8 could be the precursor for x (4).

This biosynthetic pathway in which sulphated carrageenans derive from the non-

sulphated S-carrageenan is quite opposite to the desulphation concept generally argued
for biosynthesis of carrageenan (Figure 1).
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Fig. 4. 3C NMR spectra of fractions obtained at different ionic strengths by DEAE fractionation of
carmageenan sample R42 from R. verruculosa. The following symbols refer respectively to the galactose
and 3 .6-anhydrogalactose repeat units of 5 (A.G), « (A'.G’ }and x- (A",G") carrageenan.
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Table 11. SO, contert of different DEAE fractions from carrageenan sample R42

Fraction (mol‘dm’) SO, (%)
0.5 15.0
1 17.0
2 28.1
3 17.9

*Percentage relative to total carbohydrate in the fracuon.

Table 1. '>C NMR chemical shifts for the polvmer obtained in DEAE 2 molidm' fraction from
carrageenan sample R42

Unit C-1 C-2 C-3 c4 C-s C-6
A® 94.6 70.2 79.6 78.7 76.9 69.5
G* 102.7 69.5 80.2 66.0 729 67.3

*A and G refer respectively to galactose and 3.6-anhydrogalatose repeat units. as described in
w-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 alternate with precursor units, forming long chains
of what was referred 1o as hybrid carrageenan by Yaphe (4). This implies that both
structures cannot be separated by any fractionation procedure unless hydroylsis occurs.

We were unable to separate 8- from w-carrageenan by DEAE fractionation. No 8
could be found in the fraction eluted by solutions with ionic strength lower than
0.5 mol/dm* NaCl.

One can therefore assume that this neutral polymer is bound to the charged «-
carrageenan either by covalent linkage or through electrostatic association. The results
obtained in this study concerning the relationship between the two polymers reinforce
the probability of 8- and «-carrageenan being part of the same biosynthetic filiation.

The SO, content of the DEAE fractions increases with ionic strength of elution bet-
ween 0.5 and 2 mol/dm* NaCl, and reflects the decrease in § content. The sulphation
leve) in the 3 mol/dm” fraction, containing x- and w-carrageenan, is lower than in the
2 mol/dm* fraction, containing almost exclusively w. These structures contain only one
SO, group per disaccharide unit. This would give a 25% theoretical value for SO,
content in x- or w-carrageenan. Desulphation of the polymer in the 3 mol/dm? frac-
tion cannot be detected by NMR studies and cannot play a significant role in explaining
the low SO, values observed. No explanation can be given from this study to account
for the high SO, value in the 3 mol/dm? fractions.

x-Carrageenan does not co-exist with 8 in the fractions obtained from DEAE. The
possibility that x derives from 8 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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