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RESUME 

Huit cultures bacteriennes d'origine oceanique ayant la propriete 
d'hydrolyser l'extrait polyosidique de 1 'algue rouge Eucheuma spinosum 
(carraghenane iota) ant ete isolees. 11 s'est avere qu'une seule de ces 
souches {culture #1) synthetise une enzyme montrant une specificite mar­
quee pour le carraghenane iota, la carraghenase iota. Les autres souches 
ant une faible activite de carraghenase iota et degradent preferentielle­
ment le carraghenane kappa present dans le polyoside d'E. spinosum, prou­
vant le caractere hybride de 1 'extrait polyosidique. 

La carraghenase iota (souche #l) et la carragnenase kappa synthetisee 
par Pseudomonas carrageenovora ant ete utilisees pour etudier les carac­
teres hybrides de plusieurs extraits d'algues rouges. la distribution des 
masses molaires des hydrolysats a ete determinee sur colonne de gel 

SEPHAROSE Cl-4B. la presence de carraghenanes kappa et (ou) iota a ete 
detectee par spectroscopie de R.M.N. du 13C dans les fractions degradees 
et resistantes des hydrolysats, permettant de mettre en evidence un spec­
tre d'hybrides kappa/iota partant d'Eucheuma cottonii (kappa dominant) 
allant jusqu'~ Eucheuma spinosum {iota dominant), en passant par Ahnfeltia 
concinna et Ahnfeltiopsis gigartinoides qui contiennent des pourcentages 
de kappa et iota pratiquement egaux. la methode de spectroscopie de R.M.N. 
du 13C a egalement ete utilisee pour caracteriser les di et tetraholosides 
purifies de carraghenanes iota et kappa. 



ABSTRACT 

Eight strains of marine bacteria, which degraded the polysaccharide 
extracted from the red algae, Eucheuma spioosum (iota carrageenan) were iso­
lated. An enzyme preparation with specific iota carrageenase activity was 
obtained only from strain #1. Enzyme preparations from the other strains 
contained mainly kappa carrageenases with a trace of iota carrageenase ac­
tivity. The kappa carrageenases degraded kappa units in the polysaccha­
ride, showing that it was a hybrid iota/kappa polymer. 

Iota and kappa carrageenases prepared from strain #1 and Pseudomonas 
carrageenovora respectively, were used to hydrolyse kappa and iota hybrid 
carrageenans obtained from several species of red algae. The enzymic hy­
drolysates were fractionated' by molecular weight, on a column of Sepharose 
CL-4B. The presence of kappa and/or iota carrageenans in enzyme resistant 
fractions and in low molecular weight components was determined by 13C 
N.M.R. spectroscopy. All the carrageenans were hybrids, with Eucheuma 
cottonii containing mainly kappa, Ahnfeltia and Ahnfeltiopsis 
gigartinoides a mixture of kappa and iota, and Eucheuma spinosum predomi­
nantly iota carrageenan. 13C N.M.R. spectra of pure di and tetrasaccha-· 
rides from iota and kappa carrageenans are presented. 
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A/ - INTRODUCTION 

Depuis l'Antiquit~ les extraits polyosidiques d'algues rouges, agar 
et carragh~nanes, ont ~t~ utilis~s comme produits g~lifiants dans l'ali­
mentation. Mais il a fallu attendre notre siecle pour qu'une recherche 
plus approfondie nous apporte les ~l~ments n~cessaires expliquant la na­
ture diff~rente des extraits. Plusieurs m~thodes d'approche ant ~t~ uti­
lis~es: la plus ancienne, la chimie, puis l'enzymologie dont nous allons 
parler, et la plus r~cente, l'immunologie. 

Les m~thodes enzymatiques se sont d~velopp~es a partir de la d~cou­
verte de bact~ries capables de d~grader l'agar et 1es carragh~nanes. 
Cette d~gradation est le r~sultat de l'action hydrolysante d'enzymes syn­
th~tis~es par les cultures bact~riennes. 

HUMM (1946) a ~t~ le premier a montrer que ces cultures peuvent d~­

grader diff~remment les extraits polyosidiques suivant leur nature. 

Effectivement, il a ~t~ ~tabli depuis, que les souches bact~riennes 
peuvent synth~tiser des enzymes ayant la possibilit~ d'hydrolyser sp~ci­
fiquement 1 'agar, les agarases {ISHIMATSU et coll. - 1954, YAPHE- 1957), 
et les carragh~nanes, les carragh~nases (YAPHE et BAXTER- 1955). De 
plus, il a ~t~ d~couvert que les carragh~nases peuvent diff~rencier les 
carragh~nanes suivant leur nature; ceux-ci ont ~t~ class~s en 3 principaux 
groupes suivant leur degr~ de sulfatation: kappa, iota et lambda. 

Une enzyme capable de d~grader le carragh~nane kappa a ~t~ purifi~e 
par WEIGL et YAPHE (1966). Une autre enzyme synt~tis~e par le m~me mi­
croorganisme, ayant la propri~t~ d'hydrolyser le carragh~nane lambda, a 
~t~ purifi~e par JOHNSTON (1973). 

Le but de notre ~tude est d'isoler une ou des souches bact~riennes 
capables de d~grader le carragh~nane iota et de caract~riser 1 'activit~ 

de leurs enzymes. 
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B/ - REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

I: LES CARRAGHENANES 

1-1 INTRODUCTION 

Les carragh~nanes, comme 1'agar, constituent une fami1le de po1yosides 
contenant des groupes sulfates que l'on rencontre uniquement chez certaines 
a1gues d'origine oc~anique, les Rhodophycees. 

La principale diff~rence que pr~sentent ces polyosides avec la famille 
de l'agar vient du fait que la structure mol~culaire des premiers est un 
enchatnement de galactose de s~rie D, alors que celle de l'agar presente 
une alternance D, L. 

Les etudes faites sur les carraghenanes sont relativement rP.centes. 
Elles ont commence au siecle dernier, mais ce n'est qu'en 1953 que la pre­
sence de differentes fractions a ~t~ mise en ~vidence: SMITH et COOK sP.pa­
rent la 11 Carraghenine 11 de l'algue rouge Chondrus crispus en deux fractions, 
l'une soluble dans le chlorure de potassium, l'autre insoluble. la pre­
miere est appelee carraghenane lambda (A), la seconde carraghenane kappa (K). 

La structure de ces molecules etait peu connue. La presence de galac­
tose a ete prouv~e avant 1880, mais tl a fallu attendre 1955 (O'NEIL} pour 

- mettre en evidence la presence d'anhydrogalactose dans la chaine polyosi­
dique du carraghenane K. Cet auteur met en evidence la presence de 
0-galactose, d'anhydro-0-galactose et d'esters sulfates dans le rapport 
suivant 6:5:7, et r~ussit a isoler le diholoside B-D-galactopyranosyl-
(1 +4)-anhydro-3-6-galactose (appele ensuite carrabiose}. 

Oepuis, de nombreuses etudes ont ete men~es a l'aide de methodes chimi­
ques (ANOERSON et co11. - 1968 - (b) - 1973} et physico-chimiques (ANDERSON 
et col1.- 1968- (a)-, STANCIOFF et co11.- 1969 -, BRYCE et co11.-
1974 -, BHATTACHARJEE et coll. - 1978 -)~ 
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Plusieurs carragh~nanes ont ~t~ d~finis suivant leur structure mol~cu­
laire (REES- 1969). Tous ont en commun avec l'agar, l'alternance de 
liaisons f3(1 +4) et a.(l +3) entre les r~sidus. 

1-2 STRUCTURE DES CARRAGHENANES 

La structure de chaque carragh~nane a ~t~ ainsi definie par REES (1969). 

a. Carragh~nanes kappa (K) et mu (p), furcellarane 

La fraction K est la mains riche en groupes sulfates des carragh~­
nanes. Elle parte seulement un groupement sulfate par diholoside. La 
chaTne polyosidique est une s~quence de sulfate-4-B-D-galacto-pyranosyl-
1-4-anhydro-3-6-a.-D-galactose li~s les uns aux autres en 1-3. 

so, 
l 
0 

~ CH20H 

... ,.., 
1 cJ.. 

A B OH 

Structure ideale du carragh~nane K 

Un autre polyoside appel~ dans la litt~rature furcellarane 
(PAINTER - 1960} a une structure de base identique a la pr~cedente, 
avec une diff~rence cependant: environ 50% des r~sidus A ne contiennent 
pas de groupes sulfates. 

Quelques anomalies peuvent exister dans la regularite de la s~­
quence du carraghenane K: en plus des deux residus prec~dents A et~, 
PAINTER (1966) met en evidence dans la fraction Kappa de l'algue Chondrus 

crispus, la presence de sulfate-6-0-galactose, de sulfate-2-D-anhydro-3-6-
galactose. Ce resultat est confirme par ANDERSON et coll. {1968-a-) et 
PEN~mN et coll. (1973-c-). Pour eux, pratiquement tousles r~sidus A sont 
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sulfates en position 4 et quelques anhydro-galactoses peuvent ~tre rempla­
ces par d'autres residus: un sur sept est remplace par du sulfate-2-0-
anhydro-galactQse (figures suivantes), 4% par du sulfate-6-galactose et 
environ 1% par du sulfatew2-6 galactose. 

CD R = H structure ideale du carraghenane K 

R =SO· un residu sur sept (carraghenane iota dont nous parlons plus 
3 loin) 

G) R' = 

1 

So et R" 
3 = H : 4% des cas (carragh~nane ll) 

@ R' S0
3 

et R" = S0
3 

1% (carraghenane 'V dont nous parlons plus loin) 

Structures presentes dans le polyoside de Chondrus crispus 

La structure G) a ete appelee carraghenane mu (ll) {REES - 1969}, et 
peut ~tre dominante dans une cha1ne polyosidique. Le produit est alors so­
luble en presence de chlorure de potassium contrairement a la fraction K 
qui precipite (Me CANDLESS et coll.- 1973}. Cette fraction u a longtemps 
ete appelee le "troisieme compose des carraghenanes" chez Chondrus crispus 
(ANDERSON et REES- 1966). Par un traitement alcalin au borohydrure, les 
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r~sidus sulfates en 6 se transforment en anhydf.0-:9~.1~cto~e; le produit ainsi 
obtenu est identique a la fraction K id~ale et pr~cipite en presence de 
Chlorure de potassium. 

Le carraghenane ~ serait le precurseur biologique de la fraction K 
(LAWSON et REES - 1970). Nous verrons plus loin que la presence de tels 
residus sulfates en 6 a une importance dans la structure du gel de 
carragh~nanes. .. 

b •. Carraghenanes iota (i) et nu (v) 

La fraction iota est plus riche en groupes sulfate que la frac­
tion K (iota ideal: 36% de groupes sulfate - pourcentage ponderal - kappa 
ideal: 23%). Elle parte deux groupes sulfate par diholoside. La chalne 
moleculaire est une sequence de sulfate 4-8-0-galacto-pyranosyl (1~4) 

sulfate 2-anhydro 3-6 a-D-galactose lies les uns aux autres en 1-3 
(ANDERSON et ·call.- 1973). 

1 

A B 

Structure ideale du carraghenane iota 

. Cependant, comme pour la fraction K, la regularite de la chalne 
peut etre interrompue. ANDERSON et coll. (1973) mettent en evidence dans 
l'extrait polyosidique de 1•a1gue Eucheuma spinosum (carraghenane iota 
pratiquement ideal comme nous le verrons plus loin), quelques residus A 
et~ non sulfates. Ces resultats pourraient etre dOs a une technique de 
methanolyse trop drastique qui provoquerait une elimination partielle des 
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groupes sulfate de la chaine. Ils trouvent ~galement quelques r~sidus B 
(un sur dix) sous forme de disulfate-2-6 0-galactose .• 

, , , 
1 

Structure du carragh~nane nu (Yl 

Cette structure a ~te appelee par REES {1969) carragh~nane nu (v). 
La chaine iota peut etre suffisamment "contamineen par des r~sidus v pour 
que l'on puisse parler d'hybrides i/v. Un tel polyoside a et~ isol~ de 
l'algue Eucheuma uncinatum (STANCIOFF et STANLEY- 1969 -, LAWSON et coll.-
1973). Cette fraction v est equivalente a celle du carraghenane ~ dans 
la fraction K: le pont anhydride 3-6 est remplace par le sulfate en posi­
tion 6. Comme pour la fraction~, le r~sidu ~ 6-sulfate donne naissance 
a un pont anhydride 3-6, apres traitement alcalin ~laborohydrine. 

Dans le cas present, la seule diff~rence est que le r~sidu B porte 
en plus un groupe sulfate en position 2; le produit resultant du traitement 
alcalin est done le disulfate-2-6-anhydro 3-6 galactose qui est le r~sidu ~ 
de la fraction iota. LAWSON et REES (1970) ont emis l'hypothese que le car­
raghenane vest le precurseur de la fraction iota. Oepuis, DI NINNO et 
Me CANDLESS (1979} ont postule que le carraghenane vest aussi le precur,.. 

seur du carraghenane kappa. 

La presence de residus V dans une chatne a dominante iota ou kappa, 
joue un role dans la structure du gel. Nous le verrons plus loin. 
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c. Hybrides kappa et iota, carragh~nane "deviant~iota" (6) 

Nous avons d~ja not~ que la s~quence r~guliere d'un m~me motif diho­
losidique dans une chatne mol~culaire de carragh~nane n'existe pas. 11 y a 

toujours "contamination .. ~ 

Les criteres de purete d'un carraghenane K et d'un iota seraient 
done, pour le premier une tres forte proportion d'anhydro-0-galactose neutre 
et pour le second une forte proportion de sulfate-2-anhydro-D-galactose. 

Un carraghenane K doit avoir un rapport moleculaire galactose/ 
anhydro 3-6 galactose/sulfate (G/A/S) tendant vers 1/1/1. Un carraghenane 
iota doit avoir un rapport tendant vers 1/1/2. En raison de la presence 
de residus non conformes aux structures ideales evoquees plus haut, ces 
rapports ne sont jamais atteints. Les polyosides ayant une composition 
tres proche des rapports precedents sont ceux extraits d'Eucheuma cottonii 

et d'Eucheuma spinosum. Le rapport G/A/S du premier est 1.00/0.87/1.00 
(ANDERSON et coll. - 1973) ce qui laisse supposer que ce polyoside a une 
structure tres proche de 1~ fraction ideale kappa. Le rapport du second 
est 1.00/0.85/1.94 (ANDERSON et coll .), 1 .00/0.71/l .97 (BLACK et coll. -
1965), resultats qui font penser que la structure est tres proche de celle 
d'un carraghenane iota ideal. JOHNSTON (1973) reussit a degrader tres 
faiblement la chatne iota d'E. spinosum a l'aide d'une kappa-carraghenase, 
ce qui indiquerait que quelques residus kappa existent dans la sequence. 

Entre ces deux extr~mes, kappa: E. cottonii et iota: E. spinosum 
se trouvent une serie d'hybrides. ANDERSON et coll. (1968-a) ont extrait 
de l'algue Gigartina radula un polyoside dont le rapport G/A/S est 1.00/ 
0.9/1 .68; il contient 35 a 45% d'anhydro 3-6 galactose (repr~sentatif de la 
fraction K) et 40 a 50% de sulfate-2-anhydro 3-6 galactose (iota). 11 sem­
blerait done que cet extrait contient presqu'autant de residus kappa que 
de residus iota. 

D'autres algues rouges ont ete ~tudiees par STANCIOFF et STANLEY 

(1969). STANCIOFF (1965) a mis au point une methode de fractionnement des 

extraits polyosidiques a l'aide du chlorure de potassium (leaching method) 
plus precise que celle de SMITH et COOK (1953). Certaines fractions pr~-
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sentent des propri~t~s interm~diaires entre celles d'un carragh~nane kappa 
et d'un iota. Leur analyse par spectroscopie d'infra-rouge montre qu'elles 
contiennent des r~sidus anhydro-sulfat~s en 2 (pie a 805 cm- 1). Le rapport 
mol~culaire G/A/S a une valeur interm~diaire a ceux des carragh~nanes kappa 
et iota id~aux. 

Ces memes extraits ont ~t~ analys~s par la suite et il a ~t~ prouv~ 
qu'il s'agissait d'hybrides i/K contenant aussi des r~sidus ~ et v: Gigartina 
ste1lata, G. pistillata (BLACK et call.- 1965 -, ANDERSON et call.- 1968- a), 
G. tenella (HIRASE et call.- 1972), G. skottbergii (CEREZO- 1967), G. cana­
liculata, G. chamissof, Eucheuma isiforme, Ahnfeltia durvi1Hiei (PENMAN et 
REES- 1973- a, LAWSON et call.- 1973), Ahnfeltia concinna {SANTOS et DOTY-
1975, BHATTACHAR~.lEE et call. - 1979). 

Lors de leurs analyses, LAWSON et coll. {1973) ont identifi! de 
nouvelles structures et ont ~t~ obliges d'introduire de nouveaux termes 
dans la classification des carraghenanes. C'est ainsi qu'apparaissent en 
plus des termes kappa, iota, lambda, mu, nu, ceux de "deviant-iota" (o) et 
de Ksi (~). 

LAWSON et REES ont regroup~ sous le nom de "deviant iota" les 
chatnes polyosidiques contenant des r~sidus ~ sulfate-2-a-D-galactose (qui) 
rem~laceraient done l'anhydro-galactose). 

11deviant iota" - Residu B 

Cependant l'analyse de leurs r~sultats montre que les polyosides 
qu'ils appellent 11 deviant iota", presentent taus une hybridation K, i, ~ 
OU V. 
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Prenons 1 'exemple d'Ahnfeltia durvillaei qui contient 24% 
d'anhydro 3-6-a-0-galactose (kappa}, 12% de sulfate-2-anhydro 3-6-a-D­
galactose (iota), 7% de disulfate-2-6-a-D-galactose (v)s 7% de sulfate-
2 a-D-galactose (deviant), de 5% de sulfate-4 S-O-galactose (li~ en 3), 
5% de S-O-galactose neutre (li~ en 3). 

Nous sommes obliges de constater que, devant de tels r~sultats, 
nous nous trouvons en difficulte pour definir un crit~re de classification. 
Taus les carraghenanes sont des hybrides. Nous proposons cependant de les 
classer en les appelant par le nom de la fraction dominante suivi du nom 
des fractions en pourcentage moindre. 

d. Carragh~nane lambda (A) et carraghenane ksi (~) 

Nous avons vu que le terme carraghenane A a ete attribue a la 
fraction qui reste soluble en presence de KCl {SMITH et COOK- 1953}. 
Depuis, DOLAN et coll. (1965) et REES (1969) ant donne une nouvelle defi­
nition du carraghenane A d'apr~s sa structure moleculaire; contrairement 
aux fractions i et K, le carraghenane A ne contient pas de pant anhydride. 
Le diholoside propose par Rees est le suivant: sulfate-2-S-D-galacto-pyranose 
(l+4) disulfate-·2-6-a-D-galacto-pyranose. la cha'ine A ideale est composee 
d'une sequence reguli~re de ces diholosides lies en 1-3 .. Cependant, le sul­
fate en 2 sur le S-galactose peut ~tre querquefois remplace par H. 

HO /
3 

A B -
Structure du carraghenane lambda (A) 

G) R = SO 
3 

+ Carraghenane J.. 

® R H + peut exi ster dans 1 a cha'lne A 
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PERNAS et.coll. {1967) s'interrogent sur la validi'W d'une classi­
fication kappa et lambda. Etant donn~ qu'il existe en fait une gamme de 
polyosides dont la teneur en groupes sulfate varie du kappa id~al au lambda 
ideal, sans jamais atteindre les valeurs limites, ils pref~rent parler de 
fraction lambda apr~s avoir d~fini un crit~re de puret~ qui est une tr~s 
faible teneur en anhydro galactose (2%). 

LAWSON et coll. (1973}, PENMAN et REES (1973-a-b), en analysant les 
fractions non solubles dans KCl, de certaines algues, ont confirm~ le carac­
t~re hybride des fractions A, et ont mis en ~vidence l'existence de nouveaux 
r~sidus diff~rents du kappa et du lambda. Ce fait les a amen~s a d~finir un 
autre carraghenane: Ksi (s) qui serait le sulfate-2-S-D-galacto-pyranose 
(1-4) sulfate-2-a-D-galacto-pyranose. 

Structure du carragMnane l; 

Ce carragh~nane diff~re du A par l'absence de sulfate en 6 sur le 
r~sidu B. 

Nous pouvons conclure que presque toutes les structures sont pos­
sibles clans une chatne polyosidique de carraghenane. Il faut cependant 
remarquer que si le r~sidu ~change souvent de structure, le residu A est 
la plupart du temps le meme dans une famille donn~e. Ces variations de 
structure engendrent des changements dans les propri~tes de ces polyosides. 
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I-3 INFLUENCE DE LA STRUCTURE DES CARRAGHENANES ET DE LEUR CONFORMATION 
t40LECULAIRE SUR LEURS PROPRIETES PHYSIQUES 

La structure macromo1~cu1aire et les charges ~ventuel1es de ces polyo­
sides leur donnent la possibilit~ de conf~rer aux produits dans lesquels ils 
sont dissous une consistance plus ou mains ~paisse allant jusqu'A la g~lifi­
cation. Ces propri~t~s sont directement li~es a la composition chimique des 

mol~cules. 

a. Solubilit~ 

Ainsi, la fr~quence des groupes sulfate et la pr~sence d'anhydro­
galactose ont une influence sur la solubilit~ des mol~cules. Plus le po­
lyoside est riche en groupes sulfate et mains il contient d'anhydro-galac-

tose, plus il est soluble. Si l'on considere le spectre des galactanes, 
en partant de l'agarose qui est neutre jusqu'au carragh~nane lambda qui a 
la plus forte teneur en groupes sulfate et qui ne contient pas d'anhydro­
galactose, on constate que la solubilit~ augmente de l'agarose au carragh~­
nane lambda. 

structure 

nornbre de 
su\fates 
pardioside 

solubi lite 

carrag he nanes 

A~arose F urcellarane Kappa 

0--Q) 
o--<D 50% b-<» b-----0 50% 

lsur 50% 0 1 des diosides 

~ A ~ t t. ~ ugmen a 10n 

0 galactose 

Q) anhydrogalac.tose 
f rsad i ea l cst.tlf ate 

Iota 

~ 
2. 

-. 

Lambda 

crti 
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DEA et coll. {1975) ont donne les valeurs approximatives que doivent 
atteindre,les concentrations de ces polyosides en solution aqueuse pour fo~­
mer un gel. 

Furc.e \tarane carra~henane l( carraghenane \. 

conc.en t r-at &on 
approximative I'V 0.4 o/o i'\1 1. 5'Yo 'V:t5% 
poul" obtenir 
la ~eli Fication 

b. La double helice et le reseau tridimensionnel 

REES et son equipe ont etudie le phenomene de gelification au ni­
veau moleculaire: la formation d'un gel lors du re~roidissement des solu­
tions de carraghenanes serait due a la formation d•un reseau tridimensionnel 
qui emprisonne le liquide dans ses alveoles. 

L'analyse aux rayons X du comportement des polyosides lors de la. 
gelification (ARNOTT et coll. - 1974) et le traitement mathematique des 
conformations les plus probables (ANDERSON et coll. - 1969) ont permis d'ex­
pliquer les variations du pouvoir rotatoire de ces solutions, observees lors 
du chauffage et du refroidtssement (Me KINNON et coll.- 1969, REES et coll.-
1969). 

Le modele de reseau tridimensionnel du gel propose par REES est le 
suivant: les molecules polyosidiques forment une double helice lors de la 
gelification. 



Etat desordonne 
des mo\ecu \es 

SOLUTiON 
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Retroi d&ssement 

-----~ 

<3-----
Chauffage 

douh\e 
he\ice 

G-EL 

La r~partition des groupements sulfates sur les mol~cules des car­
ragh~nanes kappa et iota et la pr~sence d'anhydro-galactose leur permettent 

de former la double h~lice. Les sulfates sont tous situ~s ~ 1 'ext~rieur de 
la spirale et les deux mol~cules sont reli~es par liaisons hydrogenes ~ 

l'int~rieur de la spirale. Cette structure spatiale est semblable ~ celle 
des acides nucl~iques. 

Dans les mol~cules de carragh~nane lambda, la pr~sence du groupe 
sulfate sur le carbone #6 du r~sidu ~et l'absence d'anhydro-galactose 
{page 9), les emp~chent de former la double h~lice. Ceci explique le fait 
que le carragh~nane lambda ne forme pas de gel et possede seulement des 
propri~tes epaississantes. 

c. Influence de l'irregularite de la s~quence des residus clans une 
cha'i'ne polyosidique, sur le reseau tridimensi.onnel 

Nous avons vu que la regularit~ de la chatne kappa ou iota peut 
etre interrompue par la presence d'un residu mu ou nu, qui a un sulfate 

supplementaire. La pr~sence de ces residus rompt la continuite de la 
double helice. 

REES les appelle les 11 kink residues" {REES - 1969). Leur pr~sence 
provoquerait des coudes dans les doubles h~lices. 
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Refro\dissement 

----~ 

4r.-. ---

Chauffage. 
. 

SOWTlOli 

d. Effet des cations sur le gel 

11 est possible de durcir un gel de carraghenane kappa en presence 
d'ions potassium {a la limite, on peut obtenir un precipite) {Methode de 
fractionnement de SMITH et COOK (1953)). Les ions K+ peuvent s'imbriquer 
dans les spires et neutralisent partiellement les groupes sulfate. 
Les doubles helices torment alors des agregats. L'eau est expulsee, en­
gendrant la synerese. 

D'autres ions et polycations ont une action identique sur le car­
raghenane kappa, bien que moindre, tels les cations calci~m, c~sium et rubi­
dium, et les proteines (a un pH inferieur a leur point isoelectrique}. 

Certaines molecules, telles les galactomannanes, peuvent augmenter 
le pouvoir gelifiant du carraghenane kappa, mais n'ont aucun effet sur le 
iota (DEA et coll.- 1972-1975). Ces melanges sont frequemment utilises 
dans l'industrie alimentaire. 

e. Influence des groupements sulfates sur la texture du gel 

Plus les sulfates sont nombreux a l'exterieur des doubles helices, 
plus la repulsion est grande entre elles et plus le gel est elastique. Les 
alveoles ainsi formees permettent de pieger l'eau. Par contre, dans le cas 

de l'agarose, dont les molecules sont neutres, les doubles helices torment 
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un r~seau dense et les mol~cules d'eau sont expuls~es du gel (synl'!!r~se). 

~trudure 
Re~au 
trid\mentionnet 

Asaroe.e I (}---4D 
' ]) ·L 

l=urc.e Uarane &b ~ /1\ ]) l) J) l) 
50'Yo SOO/o 

c.arra<Shenane 
kappa ~ #\ 
iota ~ ,, 

q-q la double he\ice 

lambda ne Se forme pas 
PAS bE G:EL 

0: Gala c.to5e 

0: Anhydro<5alactose 

T : CS""oupe su\fate 

:Proprieti6 
-phys\qu~ Char~e 

SYNERtSe NEUTRc 
Ge\ ferme. 

, ,. 
Gel e\astique "'Il ,. 
400lut\on for\ement 
epsisse. char~e 

Ce tableau permet de voir la relation qui existe entre la structure 
des polyosides et leurs proprietes. 
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D'autres polyosides semblent pr~senter le m~me m~canisme de g~lifi­
cation (double h~lice) tels l'acide hyaluronique, la chondroi'tine et ses 
d~riv~s sulfates, le sulfate de k~ratane (REES et ooll.- 1969} et le por­
phyrane. ATKINS et coll. (1969) ont m~me mis en ~vidence la formation d'une 
h~lice a 3 brins chez un xylane. 

Des propri~t~s des carragh~nanes d~coule leur utilisation dans 
l'industrie, oO ils sont de plus en plus utilis~s comme agents de texture. 
Mais il ne faut pas oublier que dans leur milieu naturel, l'algue, ils 
jouent aussi un r6le important. 

I-4 LES CARRAGHENANES DANS L'ALGUE 

a. Localisation 

La cellulose, qui est un constituant important chez les algues 
et plus g~neralement chez les plantes, se trouve en faible proportion chez 
les algues rouges. Ce glucane est alors remplac~ par des galactanes. 

Les principales recherches sur la localisation des carragh~nanes 
dans les tissus des algues ont et~ effectu~es sur Chondrus crispus. GORDON 
et Me CANDLES$ (1973), GORDON-MILLS et Me CANDLESS {1975) ont montr~ par 
diff~rentes m~thodes (coloration, microscopie ~lectronique, microscopie a 
polarisation, spectroscopie R.X. et immuno-fluorescence} que les carragh~­
nanes etaient les constituants principaux des parois cellulaires et se 
trouvaient aussi en forte proportion dans la matrice inerte intercellulaire. 

b. Influence du cycle biologique sur la production de carragh~nane 

La m~me ~quipe a mis en ~vidence un fait tres important (Me CANDLES$ 
et coll.- 1973}: les carragh~nanes kappa et lambda que 1 'on croyait @tre 
melanges chez Chondrus crispus, ne sont pas synth~tises simultanement. Leur 
synthese suit le cycle biologique de l'algue. 

Les pieds sporophytes (diplofdes) synthetisent le carragh~nane 
lambda et lui seul, tandis que les gam~tophytes (haplofdes) synthetisent 
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le kappa. Il faut noter que les gametophytes males synthetisent le carra­
ghenane kappa en plus grande quantite. Celui synthetise par les plants 
femelles est mains pur: on y trouve du carraghenane nu (HOSFORD et Me CANDLESS 
- 1975). 

La transferase, enzyme cata1ysant 1 'apport d'un groupement sulfate 
sur chaque dioside de la chaine precurseur, aurait done une specificit~ dif­
f~rente suivant que le plant est gametophyte ou sporophyte. 

Cette heterogeneite entre les ~eux parties du cycle biologiCtue de 
Chondrus crispus est confirmee par la technique de 1 'immunofluorescence 

(GORDON-MILLS et Me CANDLESS- 1975). D'autres algues de la famille des 
Gigartinaceae (I laquelle appartient C. crispus), qui ont ete analysees, 
presentent toutes cette heterogeneite (HOSFORD et Me CANDLESS - 1975). 

Il est evident que dans le domaine industriel, cette decouverte 
est d•un inter@t notoire; la societe americaine Marine Colloids a selectionne 
un mutant de Chondrus crispus (souche T 4) dont le cycle biologique reste 
haploYde (NEISH - 1977). L'algue produit done constamment du carragh~nane 
kappa (en quantite variable suivant les saisons}. 

Des etudes en cours essaient d'optimiser cette production en ins­
tallation pilote. 

DAWES et call. (1977) ont etudie la structure du carraghenane iota 
synthetise par les algues Eucheuma (Solieriaceae). Mais ils n'ont trouve 
aucune difference entre les pieds sporophytes et gametophytes. De meme 

aucune difference n'a pu @tre montree chez Hypnea muscifonmis (Hypneaceae) 
(HOSFORD et Me CANDLESS- 1975). 

Gigartinaceae, Solieriaceae, Hypneaceae font partie du m@me ordre: 
les Gigartinales. Seules les Gigartinaceae semblent presenter l 1 heteroge­
neite de synthese des carraghenanes en fonction du cycle biologique. 

c. Le r6le des polyosides dans l'algue 

REES a mis en evidence un des r6les probables joues par les polyo­
sides en tant que constituants des algues. En analysant des echantillons 
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de porphyrane extraits d'algues (Porphyra) poussant en eaux calmes et en 
eaux agitees (REES et CONWAY - 1962)~ il constate qu'il y a une relation 
entre la quantite d'anhydrogalactose contenue dans le porphyran et l'envi­
ronnement de l'algue. Plus le milieu est agite, plus la quantite d'anhy­
dro galactose augmente; le polyoside aurait done un r6le dans la protection 
de 1 'algue contre les elements. 

Mais ce r6le joue par les polyosides n'est pas le seul, et REES 
(1962) donne une benne revue des eventuels r6les physiologiques de ces 
macromolecules: 

... "Ces polyosides ont probablement de nombreuses fonctions a 
remplir telles celle de barriere echangeuse de cations entre le protoplasme 
et le milieu exterieur; celle de reserve d'eau de mer (emprisonnee dans la 
structure du gel), diminuant ainsi les dangers de dessication et de chocs 
osmotigues, auxquels sont exposees les cellules a maree basse; celle d'un 

-
tampon qui protegerait la cellule centre l'action destructrice des vagues.u 
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II: LES ENZYMES 

II-1 UTILITE DES ENZYMES DANS LA DETERMINATION DES STRUCTURES 

L'hydrolyse enzymatique est une methode tres utile dans l'etude des 
structures molecu1aires. 

Les conditions d'hydro1yse sont beaucoup moins drastiques que celles 
utilisees 1ors des degradations chimiques (pH - temperature); et les produits 
obtenus ne subissent pas de modifications secondaires~ telle 1 'elimination 
de groupes su1fates des carraghenanes lors d'une m~thanolyse. 

De plus, l'hydrolyse enzymatique est beaucoup plus specifique qu'une 
degradation chimique. Une enzyme, une fois son mode d'action bien defini, 
peut etre utilisee pour mettre en evidence un type de structure et un seul. 
Ainsi une enzyme peut attaquer une liaison S-1-4 dans un carraghenane et 
laisser intacte la liaison a-1-3. 

II-2 UTILISATION DES ENZYMES DANS LA DETERMINATION DES STRUCTURES 

GRAN, en 1902, est le premier a iso1er une bacterie ayant la propriete 
d'hydro1yser l'agar. Depuis, HUMM (1946) a decrit une vingtaine de micro­
organismes degradant non seulement 1 'agar mais d'autres extraits d'algues. 
L'activite preferentielle de ces bacteries pour l'un ou l'autre de ces ex­
traits a amene HUMM a conclure qu'ils etaient de nature differente malgre 
leurs proprietes gelifiantes, semblables a celles de l'agar. 

C'est ainsi qu'i1 regroupe les algues testees en 3 categories: la 
premiere comprenant plusieurs Gracil a Chondrus crispus et Hypnea musci­
fornlis, la seconde Eucheuma isiforme, Aghardhiella tenera et Gymnogongrus 
griffithsiae, la troisieme Gigartina acicularis. 

Depuis, i1 a ete prouve que Chondrus crispus et Hypnea musciformis 
contenaient du carraghenane kappa (YAPHE - 1959 -~ HOSFORD et Me CANDLESS -
1975) alors que E. isiforme et A. tenera ont ete identifies comme hybrides 
contenant principalement du carraghenane iota (PENMAN et REES - 1973 - a). 
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Nous n'avons trouv~ aucune r~f~rence sur Gymnogongrus griffithsiae mais un 
autre Gymnogongrus: G. furcellatus a ~t~ analys~ et sa composition est si­
milaire a E. isiforme et A. tenera. Le fait que Gigartina acicularis ait 
~t~ class~e dans une autre cat~gorie que C. crispus et H. musciformis est 
etonnant: plusieurs travaux ont prouv~ que G. acicularis contenait du carra­
ghenane kappa (YAPHE- 1955-1959). L'explication que nous pourrions appor­
ter est la suivante: G. acicularis analys~ par HUMM est exclusivement ex­
trait de pieds sporophytes ne contenant pas, ou tres peu (comme nous l'avons 
vu), de carraghenane kappa a cette etape du cycle biologique. Ce qui pour­
rait ~tre confirm~ par le fait que l'addition de KCl pratique par HUMM sur 
l'echantillon n'a provoqu~ aucun changement des propri~tes m~caniques du 
gel. Cependant, un doute subsiste sur la nature de ce polyoside (extrait 
de G. acicularis): le carraghenane lambda a des proprietes epaississantes 
et non des propri~t~s g~lifiantes comme celles de l'echantillon de HUMM. 

Toutes les souches utilisees par HUMM sauf une avaient et~ selection­
nees d'apres leur propriete d'hydrolyser l'agar commercial. Effectivement, 
toutes hydrolysent plus ou mains les polyosides extraits des Gracilaria, qui 
sont des agarophytes. ·La souche n'hydrolysant pas 1 'agar commercial n'hydro­
lyse ni les Gracilaria (agar) ni C. crispus, ni H. musciformis, ni G. acicu­
laris (carragh~nanes kappa et lambda), mais provoque la liquefaction des 
extraits d'algues de la seconde cat~gorie: E. isiforme, A. tenera, G. grif­
fithsiae. Cette souche produit probablement une enzyme hydrolysant spefici­
guement le carraghenane iota. 

C'est le seul microorganisme sur lequel nous ayons trouv~ une telle 

information, bien qu'elle soit peu precise. 

En 1954, ISHIMATSU et call. isolent une agarase bacterienne et l'uti­
lisent pour determiner la structure de l'agar. Ces travaux seront poursui­
vis par ARAKI (1957) et YAPHE (1957}. 

YAPHE et ses collaborateurs ont ensuite elucide le mecanisme de degra­
dation de 1 'agar par la bacterie Pseudomonas atlantica (YOUNG et call. ~1972, 
DAY et YAPHE - 1975, GROLEAU et YAPHE - 1977). 
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Trois diff~rentes enzymes ont pu etre isol~es. l'une~ appel~e a-agarase 
est extracellulaire et degrade le polyoside en hydrolysant les liaisons a, 
produisant essentiellement un t~traholoside, le n~oagarotetraose. Celui-ci 
est ensuite degrade par une autre enzyme localis~e dans l'espace p~riplas­
mique et principalement attachee a la membrane cytoplasmique. Cette enzyme 
est appel~e neoagarotetraose hydrolase; elle eleve la liaison B du t~traoside 
pour donner naissance a deux mol~cules de n~oagarobiose; celles-ci sont en­
suite hydrolys~es par une neoagarobiose hydrolase n (situee aussi dans l'es­
pace periplasmique), en galactose et anhydro-3-6-galactose. Ces monomeres 
sont alors probablement capables de traverser la membrane cytoplasmique et 
d'etre metabolises par la cellule. 
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En 1972, CORPE a ~tudi~ la d~gradation de l'agar et du carragh~nane 
(sans sp~cifier s'il s'agissait de carragh~nane kappa ou iota) par 6 sou­
ches bact~riennes. Il est int~ressant de noter que lorsqu'une de ces bac­
t~ries a la propri~te de d~grader le carragh~nane, elle n'hydrolyse pas 
1 'agar et r~ciproquement. Les enzymes synth~tis~es sont done specifiques de 
l'une ou de 1 'autre de ces familles de galactanes. Le milieu de culture 
utilise par CORPE contient du glucose et ne contient aueun polyoside. Il 

semblerait done que les enzymes soient eonstitutives des souehes, et non 
induetibles. 

En 1955, YAPHE isole une baet~rie ayant la double propriete d'hydro­
lyser les earragh~nanes kappa et lambda, et l'appelle Pseudomonas earragee­
novora. WEIGL (1966-b) a montr~ que ces proprietes etaient dues a deux 
enzymes diff~rentes et a purifi~ la earragh~nase kappa. 

JOHNSTON et Me CANDLESS (1973) ont poursuivi l ·~tude et purifie la 
earragh~nase lambda. Ces enzymes sont induetibles et lorsque la souehe se 
multiplie sur un milieu contenant du earraghenane lambda presque pur, la 
quantit~ de earragh~nase kappa est minimale. 

Les produits d'hydrolyse de la earraghenase kappa ont ~te identifies 
(WEIGL et eoll. - 1966-a). L'enzyme ~leve les liaisons S de la cha1ne. Les 
liaisons a-1-3 restant intaetes, le plus petit oligoside obtenu est le diho­

loside appel~ sulfate de neocarrabiose. 

sulfate de n~ocarrabiose 
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Oepuis, BHATTACHARJEE et call. (1977) ont rt!alis~ une ~tude pr~limi­
naire sur l'hydrolysat de carraghenane kappa en adaptant la spectroscopie 
de R.M.N. (resonance magn~tique nucl~aire) du carbone 13, a l'identification 
des oligosides formes par hydrolyse. La suite de cette ~tude est pr~sentee 
dans cette these. 

Tres r~cemment, Me LEAN et call. (1979) ont utilis~ une nouvelle m~­
thode pour purifier la carragh~nase kappa (synthetisee par Pseudomonas car­
rageenovora). Ils ont aussi ut-ilise la spectroscopie de R.M.N. pour iden­
tifier les oligosides. 

Les produits d'hydrolyse de la carraghenase lambda n'ont pas ete iden­
tifies. Seule leur constante de migration (Rf} sur plaque de chromatographie 
a ~te calculee {JOHNSTON- 1973). 

viEIGL et YAPHE (1966 - c) ant egalement isole de Pseudomonas carra­
geenovora une enzyme ·intracellulaire capable d'hydrolyser les groupes sul­

fates du neocarrabiose-4 sulfate (diholoside de carraghenane kappa} en 
neocarrabiose. Cette desulfatase fait probablement partie de la voie de 
degradation du carraghenane par la souche bacterienne. 

Aucune carraghenase iota n'a jamais ete decrite dans la litterature. 
La seule reference que nous ayons trouvee est celle de HUMM (pr~citee}. 
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Ill: ANALYSE DES POLYOSIDES D'ALGUES ROUGES.EN SPECTROSCOPIE DE 
R.M.N. AU CARBONE 13 (RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE) 

Depuis ces dernieres annees, la spectroscopie de R.M.N. se revele @tre 
une methode rapide et precise permettant d'identifier les structures. de cer­
tains polyosides. 

Au meme moment, deux equipes, BHATTACHARJEE et coll. (1978) et YAROTSKY 
et coll. (1977) ont interprete les spectres R.M.N. du carbone 13 de l'aga­
rose, du carraghenane kappa et du carraghenane iota. L'atome de carbone 1 
du D-galactose resonne de la m@me fa~on chez les carraghenanes iota, kappa 
et l'agar, le pie qui lui est assigne est commun a tous leurs spectres. 
Les radicaux sulfates sont trop eloignes de ce carbone pour perturber son 
environnement. Le carbone 1 de l'anhydrogalactose resonne differemment sui~ 
vant le degre de sulfatation de la molecule. Les groupements sulfates sont 
suffisamment proches pour perturber sa resonance. Le deplacement du signal 
correspondant a ce carbone est done different suivant la teneur en sulfates 
de la molecule. 

Aucun resultat satisfaisant n'a pu etre obtenu a partir du carraghenane 
lambda (BHATTACHARJEE- communication personnelle). 

La seconde equipe (USOV et coll.- 1978- a et b) a pu confirmer, par 
cette methode, les structures identifiees par analyse chimique chez diffe­
rents extraits d'algues: galactanes sulfates, mannanes, xylanes. Elle a 
ainsi correle la nature des spectres de R.r~.N., la structure des residus en 
presence (tels le 0-galactose, L-galactose, anhydro-galactose D et L, etc.) 
et la position de substituants (sulfate et methyl} sur ces residus {SHASHKOV 
et coll. - 1978). 

La premiere equipe (HAMER et coll. - 1977) a identifie les produits 
de 1 'hydrolyse enzymatique de 1 'agarose; la methode permet non seulement de 

determiner le degre de polymerisation des oligosides obtenus, mais aussi de 
determiner laquelle des liaisons: B-l-4 ou a-1-3 a ete hydrolysee. 
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Tr~s r~cemment, Me LEAN et coll. (1979) ont analyse les oligosides 
obtenus par hydrolyse enzymatique du carragh~nane kappa (enzyme produite 
par Pseudomonas carrageenovora). 

BHATTACHAR~IEE et YAPHE (1979) proposent 1 e di agramme suivant 
pour l'identification de l'agar et des carragh~nanes kappa et iota. 

Classification of different types of agars and earrageenans by character­

istic 13c-n.m.r. signals.* 

1 Agar 

a b t1 eel 

. I . I 1.1 . I 
104 102 100 98 96 114 PPM 

Characteristic signals (stick-diagram) in the anomerie region of 
13c-n.m.r. spectra for different agars and carrageenans .(see Table 
1). Chemical shift values (15,17); a, 103.4- 103.6 p.p.m. (102.3 
- 102.6 p.p.m.); b,.99.2 p.p.m. (98.2- 98.3 p.p.a.) b'• 97.6 P•P• 
m. (96.6 p.p.m.); c, 96.1 - 96.4 p.p.m: (95.1 p.p.a.); d. 95.6 p.­
p.m. (94.6 p.p.m.); e, 93.1 p.p.m.; the chemical shift values in 
parenthesis are reported by Usov ~ al (19); the consistant dif­
ference of about 1.0 p.p.m. between two sets of data is attributed 
to the variation in methods for spectral measurement; the chemical 
shift of 97.6 p.p.m. for the signal b' is calculated from the re­
ported value (96.6 p.p.m.) for comparison on the same scale. 

-----------An~o=m~~~a~l~-------------

p-calaetopyranosyl 
residue 

3,6-anbydro~-galaetopy­
t:,anosrl residue 

2 Agar sulfate a b' 

Furcellaran3 

4 Phyllopharan 
. 5 

~-Carrageenan 

. 6 
iota-Carrageenan 

Hybrid-carrageenan7 

(kapoa-iota) 

c d 

a. c d 

a 

a e 

a c e 

1, Ahnfeltia plicata; Gracilaria foliifera; ~~~~ bursapastoris; 

Porohvra umbilicalis. 2, Odonthalia corymbyfera. 3. Furcellaria fastlgi­

ata. 4, Phrllophora nervosa. 5, Eucheuma stri.:<tu;:~. 6. Eucheuma spinost!l!l. 

7,.Chondrus erispus (traces of iota-type), Ahn~ eoneinna. 

* Photoc.opie des travaul( de. BAATII\t\\1\R!'fE et YA?RE (\919) 
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IV: TAXONOMIE DES BACTERIES D'ORIGINE OCEANIQUE 

La majorite des bactt'!lries isolees de l'ocean se revelent @tre des bac­
teries heterotrophiques, a coloration de Gram negative, munies de flagelles. 

Suivant leur capacite de fermenter ou non les oses, elles peuvent ~tre 
classees en deux groupes (BAUMANN et coll. - 1972). Celles ayant la pro­
priete de fermenter Tes oses ont ete recemment regroupees dans le genre 
Beneckea (BAUMANN et coll.- 1971). Celles n•ayant pas la propriete de les 
fermenter sont sujet a polemique. Dans le passe, plusieurs d•entre elles 
ont ete identifiees a des genres deja existants, tels Pseudomonas, Achromo­
bacter, Alcaligenes, Vibrio, Flavobacterium et Arthrobacter (BRISOU- 1955, 
PFISTER et coll.- 1965). 

Depuis, la determination du pourcentage de guanine-cytosine (G + C%) 
contenu dans l'acide desoxyribonucleique (ADN) et la morphologie des fla­
gelles ont permis une meilleure classification. Les groupes ayant des fla­
gelles peritriches (G + C% = 53.7 a 67.8% (pourcentage molaire) (BAUMANN et 
coll. - 1972), G + C% = 49 a 67% (moles) (LEIFSON et coll. - 1969), ont ete 
classes dans le genre Alcaligenes. 

Ceux ayant des flagelles polaires ont ete separes en deux genres sui­
vant leur pourcentage G + C (BAUMANN- 1972): Pseudomonas (G + C% = 57.8 a 
64.7% (moles)) et un nouveau genre: Alteromonas (G + C% = 43.2 a.48% (moles)}. 

Auparavant les Pseudomonas d'origine oceanique regroupaient tous les 
groupes de bacteries Gram negatives, catalase et oxidase positives, ne 
fermentant pas les oses et ayant un ou plusieurs flagelles polaires 
{BERGEY- 1974). le nouveau groupe"Altero~onas a les mames caracteristt­
ques et differe principalement par son taux G + C. 

C'est ainsi que la bacterie Pseudomonas atlantica qui a la propriete 
d'hydrolyser l'agar (YAPHE- 1966), et dont nous avons parle precedemment, 
a ete reclassee recemment dans les Alteromonas apres la determination de son 
pourcentage G + C (LEE et coll. - 1977). Il en est de mame pour plusieurs 
cultures bacteriennes. 
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LEE et call. (1977) ant propose un debut de classification a l'interieur 
du genre Alteromonas~ suivant quelques tests biochimiques. 

Depuis la creation de ce nouveau genre~ de nombreuses souches bacte­
riennes ant ete identifiees comme en faisant partie. Il n'est pas rare que 
ces souches aient la propriete d'hydrolyser l'agar (bien que cette proprie­
te ne soit pas utilisee dans leur taxonomie). Aucun renseignement n•est 
generalement donne sur l'hydrolyse des carragenanes par ces bacteries. 
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V: UN NOUVEAU CRITERE DE CLASSIFICATION DES ALGUES ROUGES 

Les algues ont ~t~ class~es en 4 groupes principaux: les algues bleues, 
vertes, rouges et brunes, suivant la composition de leur pigments et suivant 
certains crit~res physiologiques (BOLD et WYNNE- 1978). 

A l'int~rieur de chaque groupe, la classification est bas~e principa­
lement sur des crit~res morphologiques et histologiques. Il semblerait que 
ces crit~res ne suffisent pas pour ~tablir une bonne classification. Dans 
le cas des algues rouges, il est vraisemblable que certains crit~res bio­
chimiques devraient @tre pris en consid~ration, telle la composition des 
parois cellulaires de l'algue. 

En 1957, STOLOV et SILVA regroupent certains genres et esp~ces d'algues 
rouges suivant la nature du polyoside constituant leur paroi cellulaire; en 
1957, la nature chimique de ces polyosides est peu connue et STOLOV propose 
trois groupes bas~s sur leurs propri~t~s physiques: agars, carragh~nanes et 
g~lanes. 

Plus tard, YAPHE (1959) utilise deux enzymes sp~cifiques: une agarase 
(produite par Pseudomonas atlantica)~ et une carragh~nase kappa (Pseudomonas 
carrageenovora) pour d~terminer la nature de ces polyosides. Il prouve ainsi 
la pr~sence d'agar ou de carraghenane chez 30 esp~ces appartenant a 6 ordres 
sur sept des Rhodophyceae. Ce resultat 1 'incline a penser que la nature du 
polyoside est un crit~re de classification interessant. 

En 1978, Me CANDLESS reprend cette id~e et pr~sente le probl~me pos~ 
chez certaines familles dans lesquelles se trouvent a la fois des agarophytes 
et des carragh~nophytes. Le probl~me devient encore plus complexe dans la 
famille des Phyllophoraceae, dans laquelle non seulement les genres appar­
tiennent aux deux groupes, mais ou on trouve dans un m@me genre (Ahnfeltia) 
deux esp~ces qui sont carraghenophytes: A. durvillaei (STANCIOFF et STANLEY-
1969, PENMAN et REES - 1973~a) et A. concinna (SANTOS et DOTY - 1975) et une 

esp~ce, Ahnfeltia plicata, qui appartient aux agarophytes (YAPHE- 1959). 
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Depuis, BHATTACHARJEE et coll. (1979) ont analyse en spectroscopie de 
R.M.N. les polyosides d'A. plicata et d'A. concinna. Ils ont confirme ces 
resultats et ont mis en evidence chez A. concinna la presence de carraghe­
nanes iota et kappa en quantites a peu pres egales. Ces resultats sont 
appuyes par ceux de 1 'hydrolyse enzymatique du polyoside: il est degrade 
par la carraghenase kappa de Pseudomonas carrageenovora et par la carra­
ghenase iota que nous avons caracterisee (BHATTACHARJEE et coll.- 1977). 
A l'heure actuelle les phycologistes pensent creer une nouvelle espece chez 
les Phyllophoraceae et appeler les Ahnfeltia carraghenophytes: Ahnfeltiopsis. 

En conclusion, la composition chimique des parois cellulaires de l'al­
gue, semble ~tre un bon critere dont il faut tenir compte dans la classi­
fication des algues rouges. 11 reste cependant un ~norme travail a fournir 
quanta 1 'identification de la structure des polyosides de toutes 1es 
Rhodophyceae. 
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Cl - MATERIEL ET ~1ETHODES 

I: LES CULTURES BACTERIENNES 

I-1 ORIGINE 

Toutes les souches bact~riennes avec lesquelles nous avons travaill~ 
sont d'origine oc~anique. Pour plus de facilit~, nous les avons num~rot~es 
de 1 a 8. La culture #9 que nous citerons souvent est une souche isol~e 
par VAPHE (1955), appelee Pseudomonas carrageenovora {YAPHE- 1959). 

La souche #1 a ete isol~e a partir de plants d'Eucheuma spfnosum 
poussant sur le rivage d'Hawaf dans 10 a 20 cm d'eau. les cultures 12, 

3, 4, 5, 6, 7, 8 ont ete isol~es a partir de melange d'algues califor­
niennes en d~composition. Ces algues nous ont ~t~ fournies par le 
Dr I. ABBOT (Hopkins ~1arine Station- Universit~ Stanford- Californie­
U.S.A.). La souche #9 fait partie de la collection personnelle du 
Or VAPHE { Uni vers i te r1c Gi 11 ) . 

I-2 ISOLEMENT 

Les echantillons d'algues en decomposition nous sont parvenus en 
suspension dans quelques millitres d'eau de mer. Apr~s agitation, plu­
sieurs gouttes de liquide ant ete prelevees et etalees sur boites de 
Petri contenant du milieu H

1 
(dont la composition est decrite dans l'an­

nexe) solidifie par 1.2% de carraghenane iota. 

Les boites ont ete placees dans un incubateur a 22°C pendant une 
semaine. Au bout de 24 heures, les colonies autour desquelles nous pou­
vions observer une liquefaction du carraghenane ont ete prelevees et 
isolees sur boites d'agar avec verification de leur propriete hydroly­
sante sur boites de carraghenane iota. Toutes les 24 heures, nous 
avons verifie si de nouvelles colonies degradant le carraghenane 
apparaissaient. 
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I-3 CONSERVATION 

Les souches sont lyophil i s~es et conserv~es a -5°C. Para 1 H~l ement, 
une culture de chaque souche est maintenue sur tube d'agar inclin~ 
(milieu H

1
, agar: 1.2%) a 4°C. 

1-4 CUlTURE EN MILIEU LIQUIOE 

a. Conditions 

Pendant la premiere partie de nos travaux concernant la souche 
Hl (determination des conditions optimales de croissance), nous avons 
utilise comme inoculum la suspension (dans 2 ml de milieu H

1
) d'une cul­

ture de 24 heures sur tube d'agar solide incline. Cette suspension 
est inoculee dans un erlen-meyer d'un litre contenant 400 ml de milieu H1 • 

Nous avons ensuite standardise nos conditions: un fil _de pla­
tine d'une culture de 24 heures sur tube d'agar est utilisee pour inoculer 
dans un erlen de 125 ml contenant 20 ml de milieu H

1 
(carraghenane: 0.25%). 

Le flacon est plac~ a 22°C dans un incubateur a table agitante (PSYCHROTHERM -
NEW BRUNSWICK Scientific Co. - vitesse de rotation: 150 r.p.m.). Au bout 
de 9 a 10 heures, 2 ml de cette culture sont inocules dans un erlen d'un 
litre contenant 200 ml de milieu H1 (0.25% de carraghenane) (taille de 
l'inoculum: 1%). Les flacons sont incub~s dans les m@mes conditions que 
le flacon de 125 ml. 

Lors de l'experience corr~lant la croissance des cellules et la 
synthese d'enzyme par la souche #1, nous avons inocule 900 ml de milieu 
H

1 
contenant 1 g de carraghenane iota {volume de l'erlen = 4 litres) a 

l'aide d'un inoculum de lOO ml pr~alablement incube a 22°C dans un erlen 
de 500 ml pendant 10 heures (milieu H

1 
- 0.1% de carraghenane iota). La 

culture est alors placee a 22°C sur table agitante. 

b. Mesure de production de biomasse et mesure de pH 

b.l Mesure de biomasse par densite optique 

Les mesures de densite optique en cours de croissance sont 
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faites sur des echantillons de 3 ml a 1 'aide d'un spectrophotom~tre 
SPECTRONIC 70 - BAUSCH and LOMB - a 660 nm. 

b.2 Mesure de biomasse par la technique des poids secs 

Nous avons dO utiliser cette technique pour la souche #1 qui 
flocule en cours de phase exponentielle. Le volume des echantillons a 
prelever est plus important que pour une mesure par densite optique. Ceci 
explique pourquoi nous avons utilise un litre de culture au lieu de 200 ml 
pour cette manipulation. 

A intervalle regulier, trois fois 12 ml de milieu sont prele­
ves. Chaque echantillon est centrifuge a 18 000 g pendant 15 minutes a 4°C 
(centrifugeuse SORVALL- RC- 2). Le surnageant est aussit6t congele pour 
le dosage ulterieur de l'activite enzymatique. Chaque culot est lave deux 
fois avec une solution de NaCl a 2.5% puis filtre sur filtre Millipore 
tare (diametre des pores: 0.45 v). Les filtres sont seches a 80°C pendant 
12 heures et stockes dans un dessicateur avant d'etre peses. La biomasse 
a un temps donnP. de la croissance sera la valeur moyenne calculee des 3 
echantillons. 

b.3 Mesure du pH en cours de croissance 

Le pH est mesure a l'aide d'un pH-m~tre BECKMAN- expandomatic 
SS-2. 
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II: VERIFICATION DE L'ACTIVITE DES PREPARATIONS D'ENZYMES 

Pour v~rifier l'activit~ des enzymes intra et extra-cellulaires, un 
microhydroly~at est pr~par~ dans les alveoles d'une plaque pour tests 
s~rologiques: on ajoute et on ~lange 0.05 ml de pr~paration d'enzyme a 
0.15 ml de solution de carragh~nane (0.5% dissous dans de 1 'eau distillee). 
les alv~oles sont alors couvertes de ruban adh~sif pour emp@cher l'evapo­
ration. La nature de l'hydrolysat est verifiee 18 a 24 heures plus tard­
par chromatographie sur couche mince. 

Les preparations enzymatiques ainsi testees sont de natures diverses: 
le milieu de culture contenant l'enzyme extra-cellulaire, les extraits 
intra-cellulaires et les preparations d'enzyme extra~cellulaire concen-

trees au sulfate d'ammonium. 

I I. 1 ENZYMES EXTRA-CELLULAIRES PRESENTES DANS LE MILIEU DE CULTURE 

Pour tester l'activit~ d'un milieu de culture, nous avons precede 
comme suit: quelques millitres de milieu sont centrifuges, le surnageant 
est dialys~ en presence de tampon TRIS 0.005 M pH = 7.5 pendant quelques 
heures et une goutte de la pr~paration est testee comme d~crit pr~c~demment. 

II.2 ENZYMES INTRA-CELLULAIRES 

Pour tester la nature des eventuelles enzymes intra-cellulaires, 
nous avons traite les cellules aux ultra-sons. Ceux-ci cassent les parois 
cellulaires et provoquent la liberation du contenu cellulaire. Nous avons 
aussi test~ l'effet d'un d~tergent, le Triton X-100 et d'un sel, le chlorure 
de lithium. Le Triton, qui solubilise les membranes bact~riennes, est 
souvent utilise pour extraire les proteines fixees sur la membrane (HARTMANN 
et coll.- 1974). Le traitement au chlorure de lithium est beaucoup mains 
drastique que celui au Triton; il provoque une augmentation de la force 

ionique du milieu, d'ou un changement de perm~abilit~ des membranes et la 
liberation de certaines prot~ines (INGRAM- 1973). Ce sel est soluble dans 
1' eau a tres fortes concentrations, d • ou son utn ite. 
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a. Traitement aux ultra-sons 

Les cellules, apres centrifugation du milieu de culture (200 ml}, 
sont lavees deux fois dans une solution saline (solution de Mac .lead -·voir 
annexe) a 4°C, et sent remises en suspension dans un volume minimal (10 a 
15 ml) de tampon TRIS 0.005 M, pH= 7.5 (4°C). Elles sent ensuite 1ysees 
par traitement aux ultra-sons pendant 3 minutes dans un bain de glace 
(SONIFIER - cell disruptor - W-350 - BRANSON Sonic Power Co. - Subsidiary 
of SMITHLINE Corporation). La suspension est alors centrifugee pendant 
15 mn a 18 000 g a 4°C et le surnageant dialyse dans du tampon TRIS 0.01 M 
pH= 7.5 (4 litres} pendant 15 heures; l'activite enzymatique du dialysat 
est testee par la methode precedente. 

b. Traitement au Triton X-100 et au chlorure de lithium 

Ces deux traitements ont ete effectues sur les cellules intactes 
et sur les debris cellulaires apres lyse des cellules aux ultra-sons. Les 
debris cellulaires sent laves deux fois dans une solution saline (Mac Lead) 
a 4°C et remis en suspension dans un volume minimal de tampon TRIS 0.01 M, 
pH= 7.5 (10 a 15 ml) contenant soit du Triton (0.2% ou 0.02%), soit du 
chlorure de lithium (6 M ou 3 M). 

Les suspensions de cellules ou de debris cellulaires sent placees 
dans un bain de glace, agitees pendant 20 mn puis centrifugees a 18 000 g. 
Le surnageant est dialyse pendant 15 heures dans du tampon TRIS 0.01 M, 
pH= 7.5 {4 litres} et son activite enzymatique est testee. 
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III. PREPARATION D'ENZYME EXTRA-CELLULAIRE - CONCENTRATION PAR 
PRECIPITATION PAR LE SULFATE D'AMMONIUM 

Le milieu de culture (inocul~ suivant nos conditions standard}~ 
apres 15 heures d'incubation, est centrifug~ a 18 000 g (temp~rature: 4°C). 
Le surnageant est centrifug~ une seconde fois dans les.memes conditions. 
(Lors de la pr~paration de quantit~s importantes d'enzyme, 5 fois 200 ml 
du milieu sont utilis~s). L'enzyme contenue dans le surnageant est alors 
pr~cipit~e par le sulfate d'anmonium (65% de saturation pour la souche #1, 
70% pour les autres cultures - voir annexe} dans un bain de glace. Des 
que le sel est dissous par agitation lente (30 mn}, la solution est cen­
trifug~e pendant 30 mn a 18 000 g (temp~rature: 4°C). Le culot est remis 
en suspension clans un volume minimal (5 ml pour 200 ml de milieu de cul­
ture) de tampon TRIS 0.005 M pH= 7.5 et dialys~ pendant 6 a 7 heures a 
4°C {solution de dialyse: 2 litres de tampon TRIS, 0.005 M, pH= 7.5, re­
nouvel~s toutes les deux heures). 

Le dialysat est alors centrifug~, une goutte est pr~lev~e pour v~ri­
fier l'activit~ de l'enzyme, et la solution est congel~e. 
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IV: PREPARATION DES OLIGOSIDES DE CARRAGHENANES 

IV.l HYDROLYSE ENZYMATIQUE ET PRECIPITATION A l'ETHANOL 

A 20 ml d'une solution de carragh~nane {0.5%) sont ajout~s 2 ml de 
solution d'enzyme concentr~e. Le pH est v~rifi~ (pH= 7 a 7.5). La tem­
p~rature d'hydrolyse est de 25°C pour toutes les enzymes sauf l'enzyme #1 
(40°C}. 48 heures plus tard, l'hydrolyse est arret~e par addition d'~tha­
nol (2 volumes). la fraction non d~grad~e (ou partiellement d~grad~e) du 
polyoside pr~cipite et est s~paree des oligosides de faibles poids mol~­
culaires rest~s en solution, par centrifugation a 18 000 g pendant 15 mn. 
le culot est s~ch~ a 50°C pendant 15 heures et pese. le surnageant est. 
concentre sous vide au rotavapor, remis en suspension dans quelques milli­
litres d'eau distillee, teste sur plaque de chromatographie sur couche 
mince et lyophilis~. 

IV.2 SEPARATION DES OLIGOSIDES SUR GEL DE OEXTRANES (SEPHADEX} 

20 mg d'hydrolysat lyophilise (fraction soluble dans 1 ·~thanol) sont 
places sur une colonne de Sephadex (Pharmacia - Suede) G-25 fine ou G-50 
superfine (suivant la nature de 1 'hydrolysat). le volume de l'~chantillon 
est de 2 ml. 

Caracteristiques des colonnes: diametre 2.6 cm, longueur du lit de 
gel = 40 cm, volume vide des colonnes G-50 superfine: Vo = 68 ml, et 
G-25 fine: Vo = 76 ml. 

Les fractions (2 ml) sont collectees a l'aide d'un collecteur de 
fractions ULTRORAC LKB-7000 (Suede) et analysees par chromatographie sur 
couche mince. Leur contenu en oses est d~termine par la ~thode au phenol­
acide sulfurique de DUBOIS et call. (1956) decrite plus loin. Les tubes 

contenant un oligoside pur sont m~lang~s, concentres sous vide a 30°C et 
lyophilises. Le critere de purete que nous utilisons est l'obtention 
d'une seule tache en chromatographie sur couche mince, puret~ qui sera 
ensuite testee par spectroscopie de R.M.N. 
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V: CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 

Differentes qualites de plaques ont ete testees: cellulose micro­
cristalline, silicagel, cellulose MN 300 et cellulose CC-41 (Whatman}. 
Les trois premiers sont commercialises par Hachery, Nagel et Co. Diffe­
rentes combinaisons de solvants ont ete essayees (Butanol, pyridine, eau: 
2/l/1, Butanol, acide acetique, eau: 4/l/2, Butanol, ethanol, eau: 1/1/l, 
2/2/l, 3/2/2.5, 3/2/2, 3/2/1). Les rapports sont donnes en volumes. 

La meilleure resolution a ete obtenue sur plaques de cellulose 
MN 300 et sur cellulose WHATMAN CC.41. eluees par un melange Butanol, 
ethanol, eau 3/2/2.5. 

La cellulose MN 300 est preparee par addition de 190 ml d'eau dis­
tillee a 30 g de poudre. Le melange est homogeneise a l 1 aide d'un mixer 
virtis "45" modele super 30 et ensuite, etale sur plaques de verre 
(20 cm x 20 cm) a l'aide d'un appareil 11automatic T.L.C. coater" CAMAG 
21602 (epaisseur de la cellulose= 300 ~). 

Les plaques de cellulose CC-41 sont preparees de la meme fa~on, seules 
changent les proportions du melange (60 g de poudre pour 160 ml d'eau 
distillee). 



0 

-39-

VI: ETUDE DE LA DISTRIBUTION DES MASSES MOLAIRES D'ECHANTILLONS DE 
CARRAGHENANES AVANT ET APRES TRAITEMENT ENZYMATIQUE 

VI-1 PREPARATION DES HYDROLYSATS 

A &ml d'une solution a o-.5~ de carraghenane est ajoute 1 ml de 
solution concentree d'enzyme. Le pH est verifie (pH= 7 a 7.5). La 
temperature d'hydrolyse est de 25°C. 24 heures plus tard, un autre mil­
lilitre de solution d'enzyme est ajoute a la solution; 120 heures apr~s 
la premiere addition d'enzyme, l'hydrolysat est teste sur plaque de chroma­
tographie et lyophilise. 

VI-2 CHROMATOGRAPHIE SUR GEL DE SEPHAROSE CL-4B 

Nous avons etudie la distribution des masse_s molaires des hydrolysats 
a 50°C, par chromatographie sur gel de SEPHAROSE CL-4B (Pharmacia- Suede}. 
La colonne utilisee est une colonne a double paroi, permettant dans l'en­
veloppe exterieure,la circulation d'eau a 50°C {colonne Pharmacia Kl6-40). 
L'eau circule a l'aide d'une pompe; elle est chauffee a 50°C dans un 
bain-marie a l'aide d'une resistance chauffante. Un thermostat permet de 

,. 
garder la temperature constante. ~ 

Les caracteristiques de la colonne sont les suivantes: diametre 
1 .6 cm, hauteur du gel dans la colonne 33 cm. Etant donnee la temperature 
de travail (50°C), le solvant et l'echantillon doivent !tre degazes avant 
le passage sur la colonne. 

Pour ce faire, 1 'eluant est parte a ebullition et l'echantillon 
place dans un bain-marie bouillant, pendant 10 mn. L'eluant utilise est 
une solution de NaCl 0.5 M ajustee a pH= 7.0 a l'aide d'une solution de 
soude 0.0025 M. 

Un mi 11 i.li tre d 'echanti 11 on contenant 2 mg d' hydro lysat lyophi 1 i se 
dilue dans la solution de NaCl et NaOH, est place sur la colonne et elue 
a un debit d'environ 10 ml/heure. Des fractions de 1.15 ml sont collec­
tees a l'aide du collecteur ULTRORAC LKB-7000 (Suede}. Les oses sont doses 
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dans chaque fraction par la m~thode de Dubois et coll. (1956). 

Des dextranes de diff~rentes masses molaires (OX 2000, OX 250, DX 70, 
OX 40, OX 10, Pharmacia - Suede), du glucose et du n~ocarrat~traose kappa, 
nous ont permis de calibrer la colonne. 
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VII: DOSAGES 

VII-1 OSES: METHODE AU PHENOL-ACIDE SULFURIQUE (Dubois et coll.- 1956) 

A un ~chantillon de 2 ml contenant de 10 a 100 ~g de galactose, 
ajouter 0.05 ml d'une solution a 80% {poids/poids) de phenol. Ajouter 
5 ml d'acide sulfurique concentre. Agiter le melange au vortex. lire 
la densite optique a 485 nm. La coloration est stable pendant 1 heure. 
Le D-galactose est utilise comme reference. 

VII-2 DOSAGE DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE PAR LA METHODE VISCOSIMETRIQUE -
VISCOSIMETRE D'OSTWALD 

a. Principe 

Son principe est de suivre la diminution de la viscosite du 
substrat (carraghenane) en presence d'enzyme, en fonction du temps. le 
viscosimetre d'Ostwald est un tube comportant deux graduations. La vis­
cosite de la solution est directement proportionnelle a son temps d'ecou­
lement entre ces deux graduations et a sa densite. 

n = k X t X d 

ou n est la viscosite de la solution, 
k est la constante caracteristique du tube~ 
t est le temps d'ecoulement de la solution a analyser entre les 2 

graduations, 
d est la densite de la solution. 

Nous parlerons en general de viscosite relative 

n
0 

etant la viscosite du tampon utilisP. pour la dilution du polyoside, en 
l'occurrence le tampon TRIS, 0.1 M, pH= 7.2 

n _ k X t X d _ t X d 
d'ou nrel = n-- k x t x d - t x d 

0 0 0 0 0 

t et d etant respectivement le temps d'ecoulement et la densitP. du tampon. 
0 0 
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Le rapport t ~ d est constant pour une concentration de substrat donn~e 
0 0 

et pour un tampon donne. 

n suffit done. demesurer t. et lerapportnotis.donne la valeur de la vis­
cosit~ a une constante pr~s. Tous nos r~sultats seront exprim~s en utili-

11rel 
sant la valeur t = -K- . 

b. Materiel 

Le tube ·viscosimetrique d'Ostwald que nous utili sons a les carac­
teristiques suivantes: le temps d'ecoulement du tampon TRIS 0.1 M, pH= 7.2 
varie de 69 a 70 secondes. 

Pendant les mesures, la temperature doit @tre parfaitement cons­
tante. Le tube viscosim~trique est done plac~ dans un bain muni d'un ther­
mostat dont la temperature est contrOl~e a l'aide d'un thermom~tre ayant 

une precision de ±0.2°C. La temp~rature a laquelle nous avons decide de 
travailler est 30°C. 

Le substrat est une solution de carraghenane iota (E. spinosum 
#31210) diluee a 0.15% dans un tampon TRIS 0.1 M, pH= 7.2. Cette solution 
est prealablement equilibree a 30°C, ainsi que le tampon TRIS 0.1 M, 
pH= 7.2, utilise ulterieurement pour diluer l'enzyme. 

c •. ~thode 

Chaque echantillon est decongele a temperature ambiante juste 
avant d'@tre analyse. Il est conserve dans un bain de glace. 

Les volumes de solution enzymatique et de substrat utilises 
dans le tube viscosimetrique sont les suivants: 

-4 ml de solution de carraghenane (0.15% dans du tampon TRIS 0.1 ~1, 

pH= 7.2) 

- 0.9 ml du meme tampon. 
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Le tout est melange en faisant buller de l'air dans le tube a 
l'aide d'une poire. Au temps 0, 0.1 ml de solution enzymatique prealable­
ment diluee ou non suivant le cas, est ajou.te et melange de la m~me mani~re 
que precedemment. Pour une dilution finale au ~ , la solution enzymati­
que ajoutee au substrat n'est pas diluee. Pour

1
Sne dilution finale au ~, 

elle est prealablement diluee au _!_e . 
100 

10 

Toute activite enzymatique est calcule.e a partir de la vitesse 
initiale de reaction enzyme-substrat. Cette vitesse est representee par 

la tangente a i•origine, de la courbe representant la variation de nr:l = t 

en fonction du temps T (duree de l'hydrolyse). 

Pour que les resultats soient exploitables, il faut done diluer 
suffisamment l'enzyme afin que le debut de la courbe soit une droite. Le 
temps reporte en abscisse (T) est le temps note au debut de la mesure plus 
la demi-valeur du temps d'ecoulement de la solution. 

d. Definition d'une unite d'activite enzymatique 

Nous definissons une unite d'activite enzymatique comme etant 
la quantite d'enzyme necessaire pour provoquer a 30°C, et a~ bout de 10 mn, 
une baisse de viscosite d'une solution de carraghenane a 0.15% (dans du 
tampon TRIS- pH= 7.2, 0.1 M), egale a une unite de viscosite relative. 
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e. Exploitation de la courbe t = nr~l = f(t) 

t .. to 

- - -" --- -

0 5 10 

T = temps not~ au d~but de la mesure, additionn~ 
de la demi-valeur du temps d'ecoulement 

taniente. 
a ''oncgi ne 

T(mn) 

Soit E
0 

le nombre d'unites d'activite enzymatique contenues 
dans l'~chantillon donnant cette courbe. D'apr~s la d~finition d'une 

10 
unit~, E = .,.-. 

0 I l 
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VIII: SPECTROSCOPIE DE RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE (R.M.N.} AU 
CARBONE 13 

Le spectrometre utilise est un appareil BRUKER WP-80/DS FT (20.1 MHz). 
Les echantillons sont dilues dans de l'eau deuteree a une concentration 
comprise entre 30 et 80 mg/ml. 

La gamme des spectres utilisee est de 1.2 a 1.5 KHz et l'angle de 
pulsation de 60° a 80° {ce qui equivaut a un temps de reponse de 4 a 
5.5 ~s). Les durees de repetition (repetition times) sont comprises entre 
0.682 et 0.819 secondes et le nombre de passages (number of scans) de 
40 ooo a 290 ooo. 

Les temperatures auxquelles les produits ont ete analyses varient 
suivant leur degre de polymerisation: les oligosides ont ete analyses a 
35°C, les fractions resistantes (apres hydrolyse enzymatique) a 50°C et 
les polymeres non degrades a 90°C. 

Les mesures de deplacements chimiques (o} sont effectuees par rap­
port a un etalon interne: le methanol, puis recalculees par rapport au tri­

methylsilane (TMS). {Le deplacement chimique du methanol, oMeoH' a ete 
calcule par rapport au TMS utilise en etalon externe, oMeoH = 50.1 p.p.m.). 

L'erreur sur 8 varie suivant que les produits analyses sont des polyo­
sides ou des oligosides. Elle est de ±0.2 p.p.m. pour les premiers et de 
±0.04 p.p.m. pour les seconds. Les resultats publies precedemment par 
BHATTACHARJEE et coll. (1977-1978-1979), HAMER et coll. (1977) sont sujets 
a une legere modification. Les auteurs ont calcule les valeurs de depla­
cements ch·imiques en utilisant oMeoH = 50.35 p.p.m. Toutes leurs valeurs 
doivent done etre diminuees de 0.2 p.p.m. 

Lors de 1 'interpretation des spectres, nous nous interesserons uni 
quement a la region comprise entre 110 et 90 p.p.m. dans laquelle resonnent 
les atomes de carbone no 1 des residus galactose et anhydrogalactose. 

Parmi les autres pies entre 90 et 60 p.p.m., seul le pie sortant aux 
environs de 62 p.p.m. a ete identifie, il correspond au carbone no 6 des 
residus galactose. Un signal appara1t parfois a 61 p.p.m., il correspond 
au tampon TRIS contaminant la preparation. 
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D/ - RESULTATS 

I: DESCRIPTION DES CULTURES SUR MILIEU SOLIDE H1 

Les souches ont (!lt(!l cultiv(!les sur bo'ites de Petri contenant le milieu H 
solidif(!l par 1.2% de polyoside (agar!t carraghenane kappa ou carraghenane 
iota). Les colonies ont une apparence diff(!lrente suivant les cultures et 
suivant le polyoside utilise. 

I.l SUR AGAR (Bacto-agar} 

1 

Seule la souche #7 se differencfe des cultures #1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 
et 9. Ses colonies sont rondes ou irreguli~res et de couleur jaune d'or. 
Les colonies des autres cultures sont rondes, reguli~res, brillantes, con­
vexes, de couleur blanc cr~me. Les cultures #1, #7 et #8 poussent plus len­
tement que les autres. 

Au bout d'une dizaine de jours de culture, les colonies #1 restent 
collees a l'agar et s'entourent d'une zone grisatre. Mais aucune des souches 
ne liquefie le gel ni ne forme de depression autour des colonies. 

1.2 SUR CARRAGHENANE KAPPA (Eucheuma cottonii, echantillon #482409) 

Les colonies ont les caracteristiques precitees. Seule la culture 
#7 provoque une tres legere deformation du gel autour des colonies. Les 
autres ne provoquent ni liquefaction~ ni depression. 

I .3 SUR CARRAGHENANE IOTA (Eucheuma spinosum, ~chantilloo #582409) 

Toutes les souches provoquent une liquefaction du gel. Cependant 
nous avons observe quelques differences entre elles. 

a. Cultures #l~ 2, 3, 4, 5, 6, 8 

Chaque colonie pousse en pellicule fine et ronde (figures 3 

et 3'), sous laquelle le gel se liquefie. Les colonies 2, 4 et 8 presen­
tent un point blanc creme au centre. les colonies 1, 5 et 6 envahissent 
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tr~s rapidement la surface du gel qui est alors compl~tement liqu@fi@. Le 
m@me processus se produit pour les autres souches, mais plus lentement. Le 
gel hydrolyse par la culture #1 est beaucoup plus liquide que le gel hydro­
lys@ par les autres souches. 

b. Culture #7 

Les colonies se multiplient en pellicule de forme tr~s irr@­
guli~re, sous laquelle et autour de laquelle le gel se liqu@fie. Elles 
diffusent tr~s peu sur la surface du gel. Leur couleur est jaune d'or. 

c. Culture #9 (Pseudomonas carrageenovora) 

Elle pousse tr~s lentement sur carragh@nane iota. Au bout de 
24 heures, on observe une l@gere depression autour de minuscules colonies 
rondes, beiges. Puis ces colonies diffusent tres lentement dans le gel 
(figures 2 et 2'); au niveau de la zone de diffusion, le gel se transforme 
en solution @paisse. 



·-

Fi~ure I : culture ff l suv- gel d 'agar 

F i<gur-e 2 : cu \tu re# l sur gel de car-roghenane iota 

Figure o :culture #g sur gel de carraghenane iota. 

_\es ~els s.oot prepan.~s daos lemi\ieu de c.ulture H, 

.. concentration des polyosides : 1.2 °/o 

0 
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• 
Egur"e \ 

Figure 2 

• 



Agrandissements des figures l J l er 3'. 

F;~ure \1 :culture# I sur gel d 'a~ar 

F; gure 21
: cuI t ure # l sur csel de Cdrrcghenane iota 

Ficsure 3': culture #9 sur ~e.l de c.arraghenane iota 

0 
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• 
Figure \1 

r· I ngure 3 ·, 

• 
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II: DESCRIPTION DES CULTURES SUR MILIEU LIQUIOE 

Les courbes de croissance sur carragh~nane iota (~chantillon #582407) 
ont ~t~ relev~es pour chaque culture, ainsi que la variation du pH du milieu, 
en cours de croissance. (Les conditions de croissance sont d~crites dans le 
paragraphe Mat~riel et M~thodes). Nous avons ~galement d~termin~, en fonc­
tion du temps, l'apparition d'enzymesprovoquant la liqu~faction d'une solu­
tion de carragh~nane iota. 

Pour les souches #2 a 8, ce test est fait de visu. Pour la souche #1, 
l'activit~ enzymatique est dos~e par viscosim~trie. 

I 1.1 CULTURE #1: CROISSANCE ET PRODUCTION 0' ENZYME - PARAMETRES 
INFLUENCANT LA PRODUCTION D'ENZYME 

a. Production d'enzyme en fonction de la croissance. 

La culture #1 flocule en cours de phase exponentielle de 
croissance. Nous n'avons done pu utiliser la m~thode spectrophotom~trique 
{mesure de densit~ optique) usuelle pour d~terminer la production de bio­
masse. Nous avons utilis~ la m~thode des poids secs. la concentration du 
carragMnane iota dans le milieu de culture est de 0.1%, la temp~rature de 
croissance 20°C, et le volume de milieu 1 litre. 

Les valeurs de biomasse et d'enzyme extra-cellulaire produi­
tes en fonction du temps sont reportees dans le tableau 1. L'enzyme est 
dosee par viscosimetrie a pH = 7.6; les resultats sont exprimes en unit~s 
enzymatiques par ml de milieu de culture, te11es que definies dans la 
description de la methode. La biomasse est exprimee en mg par ml de milieu 
de culture. 

La figure 4 nous montre que la production d'enzyme atteint 
une valeur maximale aux ~de la phase exponentielle de croissance. L'enzyme 

· est ensuite inactiv~e en phase stationnaire, tandis que le pH, dont la va­
leur diminuait depuis le d~but de la production d'enzyme, augmente de nouveau. 
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Temps 
r" 

biomasse. acl\"ite e.J\3ymatique 
(heuree.) e\'\ mcsfmt en unites/m\ 

0 ?.2."5 0.051 
: 

l'1 
1h'3o 1.2. O.OSCJ 

; -i 

3hoo ! 32. -
6hoo 1.04 0.089 -
Shoo 6.Cft. Q.liO CJS' 
to'noo 6. 'J I Q.li. \ 158 

llhoo 6.88 O.lbO 112. 

\lthoo - - 118 
16hoo 6.92 0.161 40 
\6hl.5 6. CJ~ - 20 

I Shoo 1.02. - -
2lh3o 1.08 Q.t60 -
2.2ht.5 - - 15' . 
25h . t.lt.. O.ISL. -
2.8h ;. \6 O.l'.\3 18 

.. 

Tableau ·1 

Cu\ture :ft\.· Produclion de biomasse 
et d'eh-oyme extracel\ulair'e 
en (..OUrS de c.ro\ssante SUY"· Carrashena~e iota 



F; • . L. _ CuI tu re I _ Cour bes de c.ro,ssanc.e. 

(sur carra henane 'ota roduc.tion den me 

lecgende: (\)--4 biomasse 

o---o ~\\ 

c.--~· acr~v~te er)~ymat,que.. 

tem?erature de croissance: 2o10C 

0 



0 

b\omasse 

mg/rn\ 

().15 l.o 

0.10 

5 

I , 
I 

I 
I 

I 
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..... _ ..... __ 

l5 20 

aetivite . e. 
en'5ymabqu 

Ul"ltte,/tn\ 

50 

100 

50 

_ ___.,-- .... -- .... 
2.5 

temps 
(beuf'ec&) ., 



0 

c 

-53-

b. Parametres influen~ant la production d'enzyme extra-cellulaire. 

Nous avons t":!tudie l 'influence de trois parametres sur la produc­
tion d'enzyme extra-cellulaire par la culture #1: 1 'influence de la concen­
tration du carraght":!nane iota (substrat) dans le milieu de culture (a tem­
pt":!rature d'incubation constante), l'influence de la tempt":!rature d'incubation 
(a concentrat1on en substrat constante) et l'influence d'un tampon dans le 
milieu de culture. 

b.l Concentration du carraght":!nane iota dans le milieu de culture. 

Nous avons inocult":! la souche #1 dans plusieurs flacons con­
ten~nt chacun une concentration difft":!rente de carragh~nane iota (0%, 0.05%, 
0.1%, 0.25%, 0.5%). Oans chaque cas la courbe de production d'enzyme prt":!­
sente la m~me allure que prt":!ct":!demment (figure 4). Nous avons conservt":! les 
valeurs correspondant a la production maximale et les avons reportees sur 
graphe en fonction de la concentration du substrat correspondante (figure 5). 
Nous reportons aussi dans le tableau de valeurs (tableau 2) le temps z;, 
temps au bout duquel la production d'enzyme est maximale pour unc concen­
tration donnee de substrat. Le volume de milieu utilist":! est 400 ml, la 
temperature d'incubation, 20°C. 

La production d'enzyme est nulle ou non dt":!tectable a concen­
tration de substrat nulle. Elle augmente rapidement jusqu'a une concentra­
tion de 0.1%, valeur au-dessus de laquelle elle tend a se stabiliser. 

b.2 Influence de la temperature d'incubation. 

Nous avons precede de la m~me maniere que precedemment: a . 
chaque temperature correspond une valeur maximale de production d'enzyme 
que nous avons reportt":!es sur graphe en fonction de la tempt":!rature corres­
pondante {figure 6). Nous reportons t":!galement la valeur du temps~ que 
nous avons defini dans le paragraphe prt":!cedent. 

La concentration du carraghenane iota dans le milieu de cul­
ture est de 0.1%. Nous avons teste les temperatures suivantes: 15°, 19°, 
23°, 30°, 35°C. Nous observons que la production d'enzyme decro1t lineai­
rement avec 1 'augmentation de temperature, dans la gamme des valeurs choisies. 
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conc.e.ntrcation production G_temp$ 
en sub&rat(<;t) maxim ale (ne.u.res) 

den3yme(u.fmt) 

0 0 -
0.015 35 8 
Q .. lO 15 u .. 
0.25 gq lS 
0.50 105 21 

o~--~-4~-+--~--~ 
0 Q.l 0.2. o.s o.a. O· s 

C.Ot'\C.entration en substNt {%) 

Tab\eau 2 et Figure 5" : c.u \tu re. ftJ, -
Ef[et de la concentration du substrat dans \e m\\ieu 
de CU\ture 1 ~UV" \a produ;tion d en:;~me ," 
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temperature. produc. ti on ~-tern~s 
(oc_) tna)(ima\e (heures) 

d en3yme(u/m1) 

l5° 116 35h 
I "to 'to 11 k30 
23° 15 14 h 
30° 1..5 l3 h 
35° ll 1h30 

loo 

50 

Tableau 3 et F\iu.-.e 6 : culture#t.­
E ff et de la temperature d 'inc..u ba tion 
SU\" \a production d 'en5yme • 
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La valeur du temps~ d~crott egalement: l'augmentation de temp~rature active 
la croissance de la souche. 

b.3 Influence du tampon. 

Nous avons teste l'influence de differents tampons (0.1 N~ 

pH= 7.2) dans le milieu de culture: tampon phosphate, tampon HEPES (N-2-
Hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid) et tampon TRIS (Tris (hy­
droxymethyl) amino-m~thane). 

Le tampon phosphate precipite en presence de carraghenane 
iota, probablement a cause des ions calcium presents dans l'extrait polyo­
sidique; le tampon HEPES ralentit la croissance de la souche #1; le tampon 
TRIS n'a aucun de ces inconv~nients mais doit etre utilis~ a une molarite 
de 0.1 M pour que son influence se fasse sentir sur la production d'enzyme 
(augmentation de 20%). A cette concentration, le tampon contamine les pre­
parations d'enzymes extra-cellulaires et perturbe l'interpretation ulterieure 
des spectres de R.M.N. du carbone 13 (r~sonance magnetique nucl~aire) des 
hydrolysats pr~pares avec ces enzymes. 

11.2 COURBES DE CROISSANCE DES SOUCHES #2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 et 9 -
PRODUCTION D'ENZYME EXTRA-CELLULAIRE 

Les souches sont inocul~es dans 200 ml de milieu H
1 

contenant 
0.25% de carragh~nane iota (Eucheuma spinosum - ~chantillon #582407) sui­
vant les conditions standard decrites dans le paragraphe Mat~riel et Metho­
des. La croissance est mesuree par densite optique. les valeurs sont re­
portees dans les tableaux suivants (tableaux 4 et 5). les figures 7, 8 et 9 
representent les courbes de croissance et les variations de pH pour chaque 
souche. L'activite enzymatique est repartee en signe positif ou negatif 
suivant que l'enzyme est presente ou absente. L'intensite de la liquefac­
tion de la solution de carraghenane iota, par le milieu de culture centri­
fuge, est figuree par la presence d'un ou plusieurs signes positifs. 

L'allure generale des courbes de variation du pH est la meme 
pour les souches #2, 3, 4, 5, 6 et 9; apres une legere baisse, en cours 
de phase exponentielle, le pH remonte en phase stationnaire. Les cultures 



Tableaux 4et 5 _ \/aleuvs de \a densite optigue (b.O.) 

et du pH des milieux de culture en c.ours de c.v-oissanc.e 

_m\\\eu de c..u\ture H, (o.25o/o c.arracshenane iota) 

_temperstu..-e ; 2.1°C.. 

"-

0 



c Temps 
(heu.-.es) 

0 
.lhoo 
4hoo 
6hl5' 
8h'30 
lOh30 
l3h00 
15h30 
\1h30 
\~hi.S 
.:llhOO 
lL&hOO 

Temp& 
(heures) 

0 
.lhoo 
L.hoo 
6hlS 

'h3o 
IOh30 
13hoo 
15h30 
l1h"30 

l~hlt5 

llhOO 
llthOO 
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c.u I tu re. if d., c.uttu~e #3 c.u \tu r-e. :i lt 

pH D.o. -pH ]). o. r" ]).Q. 
'60nm 6£>0nm ''or&n 

.-
r 

1.00 Q.l #.10 o.o, i.OS 0.06: .. 
6.~8 0.1~ 6.6'\ o.tl 6.61 o. \l 
6.G3 0.38 ,.scr O.l,ft ,.ss 0. 45 
}.1 o. '15 6.q6 o.'IJ. t.03 0.95' 
1.u 1.05 1.lft .. , f·llt l. I 
1.\~ 1.15 1.20 l. l 1-• .20 1.15" 
1 . .a.€> 

'· 1 
~ .. 04 '.' - \.IS 

7.6a La. l.lo \. l - 1 ... 
1.13 \.~ 1.60 l. I 1.t.S \. I 

1.83 l.~g 1.16 \. I 1.1o \" l 
':1. <l3 l.IS 1.'61 '·' 1.8\ l.l 
1.96 l.:t 1_'fta '.' 1.8<t \. l 

culture fl'5' c.u\ture ft6 c..ultu re '#1 

pH D.O. fH b.O. ~" J).Q. 
6&01'\rY\ 66onm 660t\t' 

1.08 0.06 7.04 o.n 1.os 0.06 

6.55 0.19 6.11 o. 16 1.3;!. 0.06 

6.6~ 0.55' 6.61 O.ltl, 1.15 o.o9 
1.06 1-00 1.13 t.O 6.81 0·14 

'"~·'Le l. '30 1.l7 l. I 6.6ft O • .l'3 

1.l6 l. 4 1.3 l.l~ · 6.S6 0.3Lt 

- l.L., 1.34 l.3 6.38 0-60 

'1-.35 
'· l.t 

1.56 l. '3 6.31 (.OS' 

'f.J..S I. t. 1.11 1.3 6.~l. l.J.o 
... 

1.63 \. 4 1.80 \.3 6. t:5 1-lS 
1.69 l.lt 1.8Lc \.3 5.55 l.~s 

1.so I. 35 1.95 1.25 5'.30 1.'5 

Tableau 4 - 'Va\eurs de la densite optique (D.O.) et 
du pH des m i lieu x de c.u t tu re eVl c.ours de cro\ssan 
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culture #S c.ulture .I'\ 
Temps P" ]). o. Temps r" D.O. 

(heures) 
.. 

E>t,cmm '6onm 

0 ;t. 0& Q.Ol 0 - O.Ol 

.lhoo 1.05 0.01 .lhoo ':J.~ 6 0.01 

~hOO 6. 'lo 0.1~ l.thOO l3j_ o.1 o 
6h'30 6.14 o. J.J. 6hoo t.OS o.J.o 
8h-so 6.15' 0.'35 ShOO 1.00 0.38 
\\h 6. BJ. 0-66 14h00 "1 • .11 o.so 
\'3h ().85 l.09 t6hoo 1.40 t.OO 
\Sh 6.1-S' 1. So 18hOO 1.36 LIS 
lth 6.~9 J..Q Johoo l.taa.. l . .lS 
\9h3o S . .lS J.O l.lhOO 1.t6 1.30 
d.\h3o - J..o .2.5h4S 8 . .2() 1.30 
.l4h00 s.~ ,l.O 

c.ultu re .ft'3 _ c:.ro\ssanc.e sur 
cch"raghen&ne ICAPPA (o.2.5.,~) 

Temps 
(neures) ~H . ]). o. 

(,(,on m 

0 6.a 0.04 
\h a..s ,.2,5 o.o6 
'3h3o 6.'58 o. \6 

5ht.5 - o.6s 
1hoo - I.Ol. 
8h\5 6.6 l.40 
9hi.5 6.68 \.;to 

13h'30 6.T:t l.1o 
\51\\5 6.i5 1.10 

~ 

l<JhiS - L80 
l.lh~5 1.' 1.85 Tableau 5 
l?>nls 1. 25 l.qo 

0 
li.h30 1.45 Lqo 
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• o c.ourbe de c.roissance. 

o--o courbe de pM 

f presence d'en0yme extrace\\u\aire 

ab5ence d 'en?>yme 
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#7 et #8 se differencient des autres par une chute brusque du pH des que 
la croissance atteint la phase stationnaire. 

Ces deux souches, ainsi que la souche #9, se multiplient plus 
lentement que les precedentes. Les cultures #7 et #8 atteignent la phase 
stationnaire apres environ 17 heures de croissance, #9 apres 20 heures,. 
alors que la moyenne est d'environ 8 heures pour #2, 3, 4, 5 et 6. la 
souche #8 est celle qui produit le plus de biomasse. 

Seule la croissance de la souche #9 a e~ etudiee sur carraghe­
nane kappa. Les conditions d'inoculation et la concentration du carraghe­
nane sont les m~mes que precedemment. Nous remarquons que la croissance 
sur kappa est beaucoup plus rapide que sur iota et que la biomasse produite 
sur kappa est plus importante. 

Toutes les souches produisent des enzymes capables de liquefier 
le carraghenane iota. Ces enzymes apparaissent en cours de phase exponen­
tielle pour la plupart et disparaissent en phase stationnaire. la lique­
faction du substrat est plus ou moins intense suivant la souche bacterienne; 
nous avons estime l'activite des enzymes en comparant visuellement la lique­
faction des echantillons apres 48 heures d'hydrolyse. Nous avons ainsi 
classe les souches suivant l'activite relative de leurs enzymes. la plus 
active est la souche #7 suivie dans l'ordre par #5, 2, 4, 6, 8, 3, la der­
niere etant la souche #9. 
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III: QUELQUES PROPRIETES DES ENZYMES 

III-1 ACTIVITE DE l' ENZYME #1 EN FONCTION DU pH 

Nous avons uti1is~ plusieurs solutions de substrat (carragh~­
nane iota: 0.15% dans du tampon TRIS 0.1 M) ayant chacune un pH diff~rent 
(5.6, 6.2, 7.1, 7.6, 8.1, 8.6, 9.2, 9.8) et avons mesur~, par viscosim~trie, 
l'activit~ de 1'enzyme #1 sur ces substrats. Vactivit~ de la solution 
enzymatique utilis~e est de 40 unit~s viscosim~triques par ml (mesur~e dans 
les conditions standard d~crites dans le paragraphe Mat~riel et ~thodes). 

les valeurs de pH report~es dans le tableau suivant sont celles 
des solutions substrats mesur~es a 30°C. Il a ~t~ v~rifi~ que l'addition de 
0.1 ml de solution d'enzyme ne provoquait aucune variation de pH et que 
celui-ci restait constant au cours de l'hydrolyse. 

La courbe obtenue (figure 10) pr~sente un maximum a pH= 7.6. 

III-2 PRECIPITATION DES ENZYMES PAR LE SULFATE D'AMMONIUM 

Les enzymes produites par les cultures #1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 
et 9 pr~cipitent apres addition de sulfate d'ammonium (70% de saturation}. 

Les essais de pr~cipitation de l'enzyme extra-cellulaire de 
la culture #8 se sont av~r~s n~gatifs. Deux concentrations de sulfate 
d'ammonium ont ~t~ test~es: 70% et 40%, ne donnant pas plus de r~sultats 
l'une que l'autre. 
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rH 5.& 615 

ac~ivite 
era3ymatique I~ 
u11itef,/ml 

· aet\11\te en~ymati~ue 
un~\ifl/m\ 

2.'3 

r.l 1.6 S.l 8.6 ct.l 

21 50 ~0 30 22. 

Tableau 6 et Figur-e \0 - Influence du p" 
sur 1 acti"ite en3ymatique de \a c.ulture f I 
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IV: ANALYSE QUALITATIVE DE L 'ACTIVITE DES ENZYMES SVNTHETISEES PAR LES 
CULTURES #1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ET 9 APRES CROISSANCE SUR CARRAGHENANE 
IOTA 

. IV-1 ENZYMES EXTRA-CELLULAIRES 

L'activit~ des enzymes (apres pr~cipitation par le sulfate d'am­
monium et dialyse) synth~tis~es par les cultures #1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 et 9 
a ~t~ test~e sur solutions de carragh~nane kappa et de carragh~nane iota. 

Les hydrolysats obtenus sont analys~s par chromatographie 
sur couche mince, la fraction non d~grad~e est pr~cipit~e a l'~thanol, 
s~ch~e et pest!!e. 

a. Analyse des hydrolysats par chromatographie sur couche 
mince. 

Lors de notre presentation, lrenzyme synthetis~e par une 
culture et l'hydrolysat obtenu a l'aide de cette enzyme auront le m~me nu­
m~ro que la souche correspondante. 

La figure 11 nous montre le chromatogramme des hydroly­
sats #1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 et 9 de carraghenanes kappa et iota. Nous obte­
nons une bonne st!!paration des oligosides. Chacun est represente par une 
tache a laquelle nous avons attribue une lettre et un numero: K pour les 
taches obtenues a partir des hydrolysats de carraghenane kappa; I pour 
celles obtenues a partir de carraghenane iota. Les indices 1, 2, 3, 4 et 5 
(qui n'ont aucun rapport avec le numero des cultures) differencient les 
taches d'un m~me hydrolysat en fonction de leur distance a l'origine. 

Nous avons calcule la valeur RGAL {RGAL = dJ:::;~~ed3em:{;:::f;n d3u 1;alt~~5:) 
pour chacun des oligosides. Les distances sont mesurees du centre de la 
tache a l'origine. 

Les hydrolysats #2, 3, 4, 5, 6 et 9 ont des chromatogram­
roes identiques quelle que soit la nature du substrat (kappa ou iota) 
(figure 11). 



Fi~ure \.1 _ Chr-omatogYammes des c.c:u··racshenanes 

k_appa et iota hydro\yses pav- 1es en3ymes extra-

c.e\\u\al'resu l, 2 I 3 ,4 ,5 ,611 etc:J 

_Chr·omato~v-aphie sur p1a9ue de c.e.Uutose MM ooo 

_so \vant : butanot 1 eJhano\ /eau (3/2f2.s) 

( \e numero des en"5yme~ correspond au numero 

respec:.t;f de la culture par \a9ue\\e elles sent 

synthetl'see~) 

0 
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Trois taches sont pr~sentes dans les 2 cas: K1 (RGAL = 0.97- 1.0)~ 

K2 (RGAL = 0.73- 0.75), K3 (RGAL = 0.51- 0.54)~ et 11 (RGAL = 0.97- 1.0), 
12 (RGAL = 0.73- 0.75), 13 (RGAL = 0.51 - 0.54}. les chromatogrammes des 
hydrolysats #1 et #7 ont une distribution diff~rente: certaines taches 
sont absentes. ·Pour l'hydrolysat #1, aucun oligoside ne migre dans le cas 
du carragh~nane kappa; dans le cas du carragh~nane iota, les taches 1

1 
et 

1
2 

sont absentes; la tache correspondant a I
3 

est beaucoup plus intense que 
pour les autres hydrolysats; deux nouvelles taches apparaissent: 

14 (RGAL = 0.32 - 0.34) et 15 • 

Les hydrolysats #7 des carragh~nanes iota et kappa sont 
identiques. Trois taches sont pr~sentes dans les deux cas: K

2
, K

3
, K

4 
et 

1
2

, 1
3

, 1
4

• le tableau suivant (tableau 7} correle les oligosides et la 

valeur respective de RGAl avec leur pr~sence ~ventuelle dans les hydroly­
sats, suivant les enzymes utilis~es. 

Pour chaque oligoside~ nous avons reporte deux valeurs de 

RGAL· Ce sont les deux valeurs extr~mes mesur~es au cours de cette ~tude. 
la l~gere variation de ces valeurs peut ~tre due a des differences de con­
centration. Nous avons remarque que la presence de tampon TRIS, ou de 
sels, affecte egalement la migration des oligosides. les taches des hydro­
lysats de carraghenane kappa sont toujours plus intenses que celles obte­
nues pour le carraghenane iota. Cette difference est encore plus marqu~e 
pour 1 'hydro1ysat #1. (La concentration doit ~tre augment~e pour avoir 
des taches de la m~me intensite que celles des hydrolysats kappa). 

Le chromatogramme de l'hydrolysat #8 n'est pas reproduit 
1c1, etant donn~ que nous n'avons pu concentrer l'enzyme (par precipitation 
par le sulfate d'ammonium). Nous avons cependant teste 1 •activite du milieu de 

culture de la souche #8 et le chromatogramme obtenu apres hydrolyse du car­
ragh~nane iota semble ~tre identique a ceux des hydrolysats #2, 3, 4, 5, 6 et 9 

b. Fractions resistantes des hydrolysats. 

les hydrolysats sont pr~pares par addition d'enzyme en 
large exces et incubes a 25°C, sauf l'hydrolysat #1 de carraghenane iota, 
qui est prepar~ a 40°C. La raison du choix de ces temp~ratures est donnee 
plus loin. 



Tableau 7 _Distribution des oligosides 

dans les hydrolysats suivaY\l lac.tivite des en3ymes­

~Valeurs de 'RcrAt.. de c.es oligosides-

· 'RGAt.: distavtc.e de migration de t'oti~oside~ 
distanc.e de misration du galactose 

+ : o\icgoside present dans \'hydro\ysat 

~ oticso~ide ab5e.nt dan~ rnydro\ysat 

! : trace d o\t''iioside 

_lee:. en0ymes sent synthetisee.s partes 
cu\tures bacteriennes ayant \e meme numero. 

- \es nydro\y5ats sont fre.pare5 dans tes condihons 

dec.rites dans le paragrapne Materiel etl'te.thodes. 

0 
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en'5yme.s 

Carra .. ol.~ RGAL :/IJ.. 3,4, cshenane #I #1 S\ 5,6 ,9 

KAPPA K, 0 .CJ1.l.O - + -
K2. 0.13 .. 0.15 - + + 
Ks 0.51-0.5~ - + + -
K4 0.34-0.36 - - + -

IOTA I. 0~7 .. 1.0 - + -
It 0.73-0.15 - + + 

!3 0.51- 05~ + + + -
14 0.3.4- 0.36 + - + -
Is 0 + - -

Tableau 1 
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Toutes les fractions r~sistantes apres pr~cipitation a 
l'~thanol (2 VOlumes) ont ~t~ S~Ch~es a 50°C et pes~es. 

le carragh~nane kappa pr~sente une fraction resistante 
de 20% a 25% quand il est hydrolys~ par les enzymes #2, 3, 4, 5, 6, 7 et 9. 
Hydrolys~ par la souche #1, ce m~me carraghenane a une fraction resistante 
de 90%. 

Trois ~chantillons de carragh~nane iota ont ete testees. 
les trois presentent une fraction r~sistante d'environ 70% quand ils sont 
hydrolys~s par les enzymes 2, 3, 4, 5, 6, 7 et 9. lors de l'hydrolyse par 
l'enzyme #1, les 3 ~chantillons ont environ 30% de fraction resistante. 
Les valeurs sont donn~es dans le tableau 8. 

Certaines de ces fractions non degrad~es ont ~t~ analys~es 
en spectroscopie de R.M.N. du carbone 13, comme nous le verrons plus loin. 

IV.2 ENZYMES INTRA-CELLULAIRES 

a. Activit~ des extraits intra-cellulaires des cultures apres lyse 
des cellules aux ultra-sons. 

l'activite des extraits intra-cellulaires (non concentr~s) de 
toutes les cultures (croissance sur carragh~nane iota), apres hydrolyse 
des cellules aux ultra-sons, a ~te testee sur plusieurs substrats: carra­
gh~nane iota, hydrolysat #1 du carraghenane iota et l'oligoside K

1 
{pre­

pare par chromatographie sur colonne). 

Les hydrolysats sont analyses de la meme maniere que precedemment, 
par chromatographie sur plaque. 

Sur tous les chromatogrammes appara1t un nouvel oligoside {DS) 

ayant un RGAL compris entre 1.08 et 1.11. la tache correspondant aDS est 
tres faible dans le cas des hydrolysats du polymere iota. Elle est tres 
nette lorsque les substrats employ~s sont l'oligoside K

1 
ou l'hydrolysat #1 

du carraghenane iota (I , I , I ) (figure 12). 
3 If 5 
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~ #• *' #2.'5 .. 1.-5 ... 6 .. 1 
s 

IOTA 
Eucbeuma s~nosum 25% 11% -

# 31~l0 

E. s~nosum 
26°" 8CJ% 

ft582~0r -
E. ~nosum 

33% 11.. tro 68a to0/o 
~1-12.503 

KAPPA 
E. c.otton i i qo% 2.0% rsa 23% 

#482.401 

Tableau 8 _ Pourcer1ta~e de fractions 
resistantes ( p.oids /poids) de c.ar'r-aghe~nes 
aer-es h)'drolyse en3ymatique . 

-les e.n3ymes sont ind\ffe..-em ment irH:luites 
5ur c.arr·a ghenane k.appa ou tot a (o.2S%- ~\lieu K,­

temperature de cr-oiS$anc.e :22. 't.) 
_Tempera t'-"res d'nydrolyse : 

• enoyme =I#' . : Ltooc.. 
• en~yme ff9 : 25°C. 



Fi'3ure 12 _ Chromato~ramm e sur couche 

~_\nee - Activate en3ymat\gue de. \'e.xtrail: 
!.!:~racel\ulaire des cultures ft \. 2, 3, 4 ,5, G, 1 ,8 et 9 

GAl. : ~a lactose 

A : ol,csoside K I ( refereV\Ce) 
B : oticsoside K, + ext~a\t intraceltu\aire. {de\a cu\~ure 

*\I 0'--\ 2. 1 3 1 4 I 5 1 6 1 f 1 8 1 9 ) 
C : hydrotysat f1 l de carr-aghenane iota (reference) 

]) : hydro\ysst #l de c..arra'Shenane &ota + extrait 
- \ntrac.e\\u\aire (de \a cu\ture jf\ ,oul, 3,4 ,5, 6, 

"l,B,g) 

0 
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Oans ce dernier cas, apparalt une train~e entre OS et 1
3

, mon­
trant la presence d'oligosides de masses molaires intermediaires. 

Lorsque les hydrolysats sont chromatographi~s en presence de 
chlorure de cethyl pyridinium (1%), les oligosides migrent a la vitesse 
du front du solvant sauf 1 'o1igoside OS, dont le RGAL est tres peu affecte. 

Nous avons concentre l'enzyme contenue dans l'extrait intra-cel­
lulaire de la culture #1 (70% de sulfate d'ammonium). la preparation enzy­
matique degrade les carraghenanes iota et kappa (apparition d'o1igosides 
sur plaque de chromatographie). Les chromatogrammes obtenus ~tant diffi­
ci1es a interpreter, nous avons teste la preparation sur une solution 
d'o1igoside K

1 
et sur 1'hydro1ysat #1 du carraghenane iota. Dans le pre­

mier cas, K
1 

est partie11ement degrade en OS. le r~sultat obtenu dans le 
deuxieme cas est presente figure 13 (hydro1ysat D). Ce chromatograrnme 
nous montre une bonne resolution de la tralnee que nous obtenions prece­
demment: il apparait c1airement une serie d'o1igosides, ayant un RGAL 
intermediaire entre ce1ui des oligosides DS et 1

3
• 

La figure 13 est la photo d'une plaque de chromatographie sur 
1aque11e nous avons fait migrer du galactose (A), un hydrolysat #9 du 
carraghenane kappa {B), un hydrolysat #1 du carragh~nane iota (C), 1'hy­
dro1ysat #1 (iota) traite par l'enzyme intra-cellulaire #1 (D) et du neo­
agarobiose {E) {prepare par hydrolyse enzymatique d'agar). L'o1igoside DS 
a une constante de migration (RGAL 1.08 -1.11) tres proche du neoagaro­
biose {RGAL = 1.14- 1.16). Cet oligoside DS ales memes caracteristiques 
que 1 'oligoside que WEIGL a obtenu en 1966 en traitant l'oligoside K

1 
a 

l'aide de 1 'extrait intra-cellulaire de Pseudomonas carrageenovora (culture 
#9). Il a prouve que cet oligoside etait le diholoside desulfate de carra­
ghenane ou anhydro 3-6-D-galactopyranosyl-cx-{1-+3)-D-galactopyranose. 



Figure 1'3 _ Chromatogrammes d'hydrolysats 

de carraghenanes iota et kappa 

A ~ G a \actose (reference) 

~ : hydrolysa~ H <J de carra~henane kappa 
k_ : hydro\ysat # 1 de carragnenane iota 

'Q ~ hydrolysa.t ~~ de carracshenane iota 

traite par l' en3yme intrace\lu\aire #I 
s ~ neos~arobiose 

( \'en3yme syn\1'\e\-\see f011" une cu\tu..-e. ,et l'hydro1'{sat 

obtenu a ~~ide de -c.e\te en0yrne ont fe meme numer'O 

9ue la souc.he. c.oncernee) 

_ Cnr-omato~raphie sur plaque de cellulose MN300 

_sotvant :butanol /eJhano\ /eau (3/2/2.5) 

0 
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b. Recherche d'enzymes fixees sur les parois cellulaires des 
bacteries de la souche #1.· 

Nous avons fait subir aux cellules intactes et aux debris cellu­
laires (obtenus apres lyse par ultra.,..sons) les traitements ·par le chlorure 
de lithium et par le Triton, decrits dans le paragraphe Materiel et Methodes. 

tes ·preparations ont ete testees sur carraght!nane iot.a et sur 
differents oligosides purifies sur colonne de Sephadex (oligosides K1 , K2 , 

OS, 13). Toutes liquefient le carraghenane iota, hydrolysent l'oligoside 
K

1 
en DS, n'ont aucune action sur DS et ne semblent pas en avoir sur K2 

et 1
3

• 
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V - INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LE RENDEMENT DES HYDROLYSES DE C!\RRA­
GHENANE IOTA PAR LES ENZYMES EXTRA-CELLULAIRES #5 et #1 ET DU CARRA­
GHENANE KAPPA PAR LA SOUCHE #9 

Nous avons ~tudi~ 1 'influence de la temperature (20°, 25°, 30°, 41°, 
50°,60°,65°C) sur le rendeme~t de plusieurs hydrolyses de carragh~nanes. 
Les hydrolysats sont pr~pares dans les conditions standard d~crites dans 
le paragraphe Mat~riel et M~thodes. Chaque solution de carragh~nane est 
incubee a une ternp~rature donn~e, 30 mn avant l'addition d'enzyme. L'en­
zyme est ajoutee en exces. La fraction r~sistante est extraite apres 48 
heures d'hydrolyse, s~ch~e et pes~e. Oans le tableau suivant (tableau 9) 
sont reportees les valeurs des pourcentages de ces fractions, en fonction 
de la temp~rature, pour les hydrolysats #1 et #5 de carragh~nane iota et 
#9 de carraghenane kappa. L'~chantillon de carragh~nane iota utilis~ est 
1 'echantillon #582407 (voir annexe). 

La figure 14 nous rnontre que: 

(a) la temp~rature a un effet tres important sur 1 'hydrolyse du carragh~­
nane iota par l'enzyme #1, le rendement etant maximum a 40°C. 

(b) les valeurs du pourcentage des fractions resistantes des hydro1ysats 
#1 et #5 ne sont affectees par la temperature qu'au dela. de 40°C. 



Tableau ~ _ r..,fluence de la lc:mperature 

d 'hy~ro\yse sur le pourcentage de frac.tior,. 

Y"esistante des c.aY'rasnenanes apre5 hydrolyse 

en3ymat\gue: 

-"ydrolyse du carraghenane iota par 

les en3ymes # t et ft5 (&nduites elte5-meme 

sur c:ar-ra cshenat'1e iota) 

- ltydro\yse du carr-a~henaY\e kappa par 
I' en"5yme fl Cj ( induite sur carraghenaYle kappa) 

0 
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0 

Tempe- carraghenane iota 
carra.snenane 

kappa 
r'aturoe 
oc hydrolysat jfl hydrolysal#5 hydrolysat 1f9 

20° t0°/o t0°/o -
25° 5'8 °/o 12 °/o 20% 

-. 

30° ~5 °/o 73°/o 21% 

~la 25 '0 15% 2 '3 °/o 

50° 5 0°/o 83°/o 41 o;o 

60° 83% 88°/o -
65° - - 68% 

., 

Tableau <3 



Figur-e 14 -Influence de la temperature 
9'hydrolyse sur le pourcentage de ~rdctioV\ 
resistance des carra gh e nanes aprec;, hydrolyse 

~n3ymatique ~ 

~ hydrolysat #t de carraghenane iota 

.• o hydroly5at #5 de carra'5henane iota 

o--o hydrolysat #9 de carra£3henane kappa 

Les er\0ymes ~~ et ts sent induites su,.. 

carraghenane iota, l'en3yme #'l sur c.arra-

<5 henane kappa . 
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VI - SEPARATION ET PURIFICATION DES OLIGOSIDES OBTENUS PAR HYDROLYSE 
ENZYMATIQUE, SUR GEL DE SEPHADEX 

Afin d'~lucider la nature des oligosides obtenus par hydrolyse enzy­
matique, nous avons s~par~ et purifi~ par chromatographie sur gel les oli­
gosides de trois diff~rents hydrolysats: 

- l'hydrolysat #5 de carragh~nane iota; 
- l'hydrolysat #1 de carragh~nane iota; 
- l'hydrolysat #9 de carragh~nane kappa. 

Nous rappelons que l'enzyme syntMtis~e par une culture et 1 1 hydroly­
sat obtenu a l'aide de cette enzyme ont le m~me n~ro que la souche 
correspondante. 

VI.l SEPARATION DES OLIGOSIDES DE l'HYDROLYSAT #5 DE CARRAGHENANE 
IOTA 

Les oligosides sont s~par~s sur colonne de Sephadex G-25 fine 
(dont les caract~ristiques sont d~crites dans le paragraphe Mat~riel et 
M~thodes) et les fractions collect~es~ analys~es qualitativement par chro­
matographie sur couche mince. 

La figure 15 nous montre le chromatogramme des fractions. Nous 
rappelons (cf. tableau 7) que l'hydrolysat #5 de carragMnane iota est 
compos~ de trois principaux oligosides 11 {RGAL = 0.97 -1.0), 
I 2 (RGAL = 0.73- 0.75), 13 (RGAL = 0.51 - 0.54). 

Au tube 43, commence a apparattre l'oligoside I 3 ~ dont la con­
centration augmente jusqu'au tube 48 pour disparaitre au tube 50. Il est 
accompagn~ d'oligosides de masse molaire plus ~lev~e, qui ferment une 
train~e a partir de l'origine. Nous pouvons ~galement observer la pr~sence 
d'une autre tache I~, plus petite, en forme de calotte~ migrant tres 1~g~­
rement au-dessus de 1

3
• 

Au tube 45 commence a apparattre lJoligoside 12 (RGAL = 0.73- 0.75 
En observant bien la tache repr~sentant I ~ on peut remarquer qu'elle se 

2 



Figure IS _ Chromatogv-arnme suv- ptaque 

des fractions C.~\\ec.tee~ arres passage ~Ur" CO\onne de 
5ephadex G.25 tin~- de \ 'hydt'o\ysat ff5 de c.arraghenane. iota 

~GAt: csalactose 

.. H5: hydr-c)ly5at #5 de carracghenane iota (reference) 

Conditions de \a chV""omatograph\e sur p\ague; ~ 

p\aque de ce\\u \ose MN 3oo 

so\va{lt : butanol I ethanol 1 eal.l ~ 3/2-/z..s 

Conditions d~ \a chrornatogroph\e sur colonne; 

volume des ·fractions : 2ml 

diamerre de la colonne : 2.6c.m 

longueur- du <5el dans la co\onne : L..ocm 

volume vtde de la colon ne = 16 ml 

eluant : eau disti\\ee 
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dedouble et qu'elle semble @tre la combinaison de deux taches tres proches 
l'une de l'autre. 

L'oligoside 1
1 

(RGAL = 0.97 - l.O) appara'tt au tube 66 et n'est 
pas dedouble. 

Par passage repete sur la colonne, nous avons pu isoler les 
differents oligosides 1

1
, 1

2
, 1

3 
qui ont ensuite ~t~ analyses en spectros­

copie de R.M.N. du carbone 13. 

VI.2 SEPARATION DES OLIGOSIDES DE l'HYDROLYSAT #l DU CARRAGHENANE IOTA 

Les oligosides de l'hydrolysat #1 sont s~pares sur colonne de 
Sephadex G-50 super fine. (Les caracteristiques de la colonne sont decrites 
dans le paragraphe Materiel et Methodes). le contenu des fractions est 
analyse qualitativement par chromatographie sur plaque (figure 16) et quan­
titativement par la methode au phenol-acide sulfurique (figure 17}. la 
figura 17 presente deux principaux pies I et II. le pie I correspond a 
des oligosides de masse molaire elevee ne migrant pas, ou tres peu, sur 
plaque de chromatographie. Entre les pies I et II apparait l'oligoside 1

4
• 

le pie I correspond a l'oligoside 1
3 

pratiquement pur. l'oligoside 1
3 

a 
pu @tre purifie par passages repetes sur la colonne, mais l'oligoside I 

4 

est reste contamine par d'autres oligosides de masse molaire plus elevee. 

VI.3 SEPARATION DES OLIGOSIDES DE L'HYDROLYSAT #9 DU CARRAGHENANE 
KAPPA 

Les oligosides de l'hydrolysat #9 ont ~te separes et purifies 
sur colonne de Sephadex G-25 fine dont les caract~ristiques sont decrites 
dans le paragraphe Materiel et Methodes. le contenu des fractions collec­
tees est analyse quantitativement par la methode au phenol-acide sulfurique 

(figure 19) et qualitativement par chromatographie sur plaque (figure 18). 
La figure 18 nous presente 3 pies distincts que l'on peut identifier aise­
ment a l'aide du chromatogramme (figure 19}. le premier pie, I (tubes 38 
a 50), correspond a un melange d'oligosides de masse molaire ~levee (qui 
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ne sont pas visibles sur la photo) et de l'o1igoside K
3

• Le deuxieme pie, 
11 (tubes 50 a 63), correspond a l'oligoside K

2
, et le troisi~me, Ill 

(tubes 63 a 73), a 1'oligoside de K
1

• 

Apr~s avoir reehromatographi~ s~par~ment les fractions II et 
1II, les oligosides purs sont lyophilis~s et pes~s. 

A partir de 20 mg d'hydrolysat, nous obtenons 6 mg d'oligoside 
K

1
, 8.6 mg d'oligoside K2 (moyennes de p1usieurs exp~riences), ee qui cor-

respond a un rapport po~ds de K2 = 1.43, rapport dont la valeur est confir­
polds de K1 

m~e par celle, caleul~e, du rapport de l'aire des pies I et Ill: 
aire du pie II _ 

aire du pie III- 1·33 • 
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VII: IDENTIFICATION DES OLIGOSIDES 

VII-1 PAR RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE DU CARBONE 13 

Avant d'analyser 1es spectres des o1igosides purs, nous allans 
pr~senter les spectres des polyasides non d~grad~s qui nous ant servi a 
pr~parer les oligosides. 

Nous rappelons que lars de l'ana1yse de taus les spectres qui va 
suivre, nous n'interpr~tons que les signaux de r~sonance des atomes de 
carbone no 1; ils se trouvent dans la zone du spectre comprise entre 90 
et 110 p.p.m. Toutes les valeurs de d~placement chimique venant de la 
litt~rature sont corrig~es (cf. Mat~rie1 et M~thodes- page 45). 

a. Extraits polyosidiques non d~grad~s 

a .1 Eucheuma ~ottopi i, lcarragMna.ne kappal 

Le spectre de l'extrait d'Eucheuma cottonii (figure 20) 
pr~sente entre 90 et 110 p.p.m., 2 pies bien d~finis, le premier a 103.17 
p.p.m. (Kg

1
) et le second a 95.90 p.p.m. (Ka

1
). la pr~sence simultan~e 

de ces deux signaux est caract~ristique du carragh~nane kappa: le pie a 
103.17 p.p.m. correspond au carbone 1 des r~sidus sulfate-4-D-galactopyra­
nosyl (Kg

1
) dont la va1eur (o) du d~placement chimique report~e dans la 

litt~rature est o = 103.2 p.p.m. (valeur corrig~e, cf. Mat~riel et M~thodes -
page 45); le pie a 95.90 p.p.m. correspond au carbane 1 des r~sidus anhydro-
3-6-D-galactopyranosyl (Ka

1
) de carragh~nane kappa (litt~rature o = 96.0 p.p.m. 

a.2 Eucheuma spinosum (carraghenane iota) 

Nous avons ana1ys~ deux echantillons (#712503 et -31210, cf. 
Annexe) d'extrait polyosidique non degrade d'Eucheuma spinosum. 

a.2.1 Echanti1lon #712503 

Sur le spectre R.M.N. de 1'echanti11on #71250~ (figure 21) 
trois pies apparaissent dans la region comprise entre 90 et 110 p.p.m. Les 

signaux les plus intenses sortent a 103.04 p.p.m. {Ig
1

, Kg
1

) et 92.76 p.p.m. 
(la ). Leur pr~sence simultanee prouve que le polyaside est un carraghenane 
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iot~; Ig
1 

(o = 103.04 p.p.m.) correspond au carbone 1 des r~sidus sulfate-
4-D-galactopyranosyl (litt~rature, o = 103.0 p.p.m.) et Ia

1 
(o = 92.76 p.p.m.) 

correspond a celui des r~sidus sulfate-2-anhydro-3-6-D-galactopyranosyl 
(litt~rature, o = 92.9 p.p.m.). 

Entre ces deux pies apparait un troisieme, Ka
1

, 

(o = 95.93 p.p.m.) de faible intensit~ correspondant au carbone 1 de 
l'anhydrogalactose de carragh~nane kappa (litt~rature, o = 96.0 p.p.m.). 
Le signal correspondant aux r~sidus galactose kappa (Kg

1
) (litt~rature, 

0 = 103.2 p.p.m.) n'est pas r~solu du pie a 103.0 p.p.m. 

De ces observations nous pouvons conclure que l'~chantillon 
#712503 est un carragh~nane iota dont les chaines sont contamin~es par 
des r~sidus kappa. Le pourcentage de carraghenane kappa pr~sent a ~t~ 
calcule en utilisant les integrales correspondant aux pies. La valeur 
du pourcentage est 20% (calculee par Dr HAMER). 

a.2.2 Echantillon #31210 (E. spinosum) 

Le spectre de l'~chantillon #31210 est semblable (figure 22) 
a celui que nous venons de d~crire. La quantit~ de carragh~nane kappa en 
pr~sence semble cependant etre bien moindre. Le pie a 96.0 p.p.m. (Ka 1 ) 

est a peine visible. 

b. Spectres R.M.N. des oligosides 

Nous avons interpr~t~ les spectres des oligosides K
1 

et K
2 

obte­
nus a partir de 1 'hydrolysat #9 de carragh~nane kappa (E. cottonii), de 
l'oligoside I

1 
obtenu a partir de l'hydrolysat fl de carragh~nane iota 

(E. spinosum) et des oligosides pr~sentant des taches d~doubl~es, 1
2 

et 
1

3 
obtenus a partir de l'hydrolysat #5 de carragh~nane iota; le spectre 

de l'oligoside 1
1 

obtenu a partir de l'hydrolysat #5 de carragh~nane iota 
n'a pu etre interpr~t~: la pr~paration ~tait trap contamin~e par le pr~­
sence de tampon TRIS. 

b.l Spectre de l'oligoside K
1 

(sulfate de n~ocarrabiose kappa) 

le spectre de 1 'oligoside K
1 

{figure 23) pr~sente entre 110 



0 0 

"" 

F1'3ure 23 - Spectre R.M.H. de \'o\~goside k, (su\fatedeneccarrc:\bicse Ka?~ 

0--t> 
kA, ;(B, 

. 
J r·r·m· inregv-a\es PlC$ 

KB,~ 91.31 29.8 
I 

KA, gs. 51 4 s.1 I 

KB,ol 93.\1 I 1. I 

'K A, : carbcne n°\ d~ re~idus anhydV"o 3-6 o(. D- salac.topyt'"dnosyl (Q)') 

k Bo( et KB~ ~ CoV"bones n°\ des res\dus su\ta\'e .. l; D 'Sa\actose (anornev-etS c<er~) (4b 

d : · dep\ecements chimiques relati-\?s au TMS 



(}'\ 
-o~ . 0 
-o 
3 . 

-89-

' . 

r 



-90-

et 90 p.p.m., trois pies (KB
16

; KA
1

; KB
1
a) dont les valeurs de d~place­

ments chimiques sont respectivement 97.37 p.p.m., 95.51 p.p.m. et 
93.17 p.p.m. Le pie a 95.51 p.p.m. (KA

1
) existait d~ja dans le spectre 

du carragh~nane kappa non d~grad~ (Ka
1 

- figure 20) et correspond aux r~­
sidus anhydro-3-6-galactopyranosyl. Le signal est ici l~gerement d~doubl~. 

Le pie pr~sent a 103.21 p.p.m. (correspondant aux r~sidus 
sulfate-4-D-galactopyranosyl sur le spectre du carragh~nane kappa non d~­
grad~ est absent; il est remplac~ par deux nouveaux pies KB

1
S (97.37 p.p.m.) 

et KB
1
a (93.17 p.p.m.), sugg~rant que tousles r~sidus galactoses sont a 

l'extr~mit~ r~ductrice de 1 'oligoside: un signal repr~sente l'anomere a 
(KB

1
e) et l'autre repr~sente l'anomere a (KB

1
a}. Nous avons not~ plus 

haut que le signal a 95.51 p.p.m. (KA
1

} ~tait l~gerement d~doubl~. Ceci 
est dO a l'influence des deux anomeres a et a du galactose sur le carbone 1· 
de l'anhydro-galactose. 

Le rapport de l'integrale au pie repr~sentant les r~sidus anhydro­
galactose sur celle des pies representant les residus galactose dans leurs 
deux conformations a une valeur ~gale a 1.02. l'oligos·ide contient done le 
meme nombre de residus anhydro-galactose et galactose (rapport theorique: 1.00). 

Nous pouvons d~duire de ces observations que l'oligoside K
1 

est 

le sulfate de neocarrabiose kappa ou anhydro-3-6-a-D-galactopyranosyl (1+3} 
sulfate-4-D-galactopyranose (KA- KB, ~). 

H 

OH 

anhydro 3 ... 6 

0( .. 1>. gaooosy\ 

XA 

sutfBte .. k 

D-gatsctose 

:KB 

Su(tare de neocarrabiose l_:appa 
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b.2 Spectre de l'oligoside K
2 

(disulfate de n~ocarratatraose kappa) 

Sur le spectre de l'oligoside K2 (figure 24) quatre signaux 
apparaissent entre 90 et 110 p.p.m. le pie a 95.51 p.p.m. (KC 1 , KE 1 ) cor­
respond aux r!sidus anhydro-galactose de carragh!nane kappa. Les deux 

pies a 97.34 p.p.m. (KF 16) et a 93.16 p.p.m. (KF
1
a) correspondent a des 

r!sidus galactose plac~s a l'extr~mita r~ductrice de l'oligoside. 

le pie a 103.21 p.p.m. (KD 1 ) sugg~re que taus les r~sidus ga­
lactose ne sont pas raducteurs. l'oligoside a done un degr~ de polymari­
sation sup!rieur a 2. 

Le rapport de 1'int~gra1e du pie a 103.21 p.p.m. (K0 1 } sur la 
somme des int!grales des quatre pies a pour valeur 0.26. Ceci sugg~re que 
l'oligoside est un t~traholoside (valeur th~orique: 0.25). 

L'oligoside est done le disulfate de n~ocarrat~traose kappa ou 
anhydro-3-6-a-D-galactopyranosyl (1+3) sulfate-4-6-D-galactopyranosyl (1+4) 
anhydro-3-6-a-D-galactopyranosyl (1+3} sulfate-4-D-galactopyranose 
(KC - KD - KE - KF, 0-b-Q)b) . 

O» 

anhydro 3. 6 

d;.})csa\actosy\ 
KC 

su\fate-i4 

f>-D ga\adosy1 
Kl> 

anhydro 3-6 

cl-:D ga\adosy\ 
}(E 

sulfate-L. 
. b- cgatactose 

k'F 
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&0---0--0 strucrure. de. \a mo\ecu\e 

KC, ~D, "E, '( r, 

p1cs - d r·r·m· inte<gra\es, 

KD, I 0'3. 2! ~3.6 

KF.p ~1.34 25.1 

KC,JKE, <3 5. 51 85.8 

KF, o. CJ,3. \6 \3.8 
I L_ 

KD, ~carbo ne n°1 des residus su\fate -4 ~-D- <5d\acropyv-anosy l (4b) 

KC,et\<~ : &nhydro 3 .. 6 d-D.cga\actopyranosyl ( ®) 

~ Fbcet~F,\3: su \tate-4 ~-D-~alac.topyY"anose (Bnomeres otet~) C'b) 
d : d€f\ecernents chimiques re.\an~s o.u TMS 
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b.3 Spectre de l'oligoside 1
3 

(t~trasulfate de neocarratetraose 
iota) purifi~ a partir de l'hydrolysat 11 de carragh~nane iota 
(E. spinosum) 

Le spectre R.M.N. de l'oligoside 1
9 
purifi~ a partir de l'hydro­

lysat #1 de carragh~nane iota presente quatre pies dans la zone comprise 
entre 110 et 90 p.p.m. Le signal legerement dedouble a 92.62 p.p.m. (IC, IE) 
est caracteristique des residus anhydro-galactose de carraghenane iota 
(cf. figure 21, Ia 1 , o = 92.77 p.p.m.). La valeur du deplacement chimique 
du pie IC, IE, est legerement inferieure a celle du pie Ia

1
; ceci est dO a 

la nature oligosidique de la molecule que nous etudio~s. 

Le signal a 102.96 p.p.m. (ID ) correspond aux residus galactose 
1 

non reducteurs de carraghenane iota (cf. figure 21, Ig
1

, o = 103.04 p.p.m.). 

Les pies a 97.30 p.p.m. (IF16} et 92.97 p.p.m. (IF
1
a) corres­

pondent respectivement aux anomeres B et a des residus galactose places a 
l'extremite reductrice de l'oligoside. 

Le rapport de l'integrale du pie 10
1 

sur la somme des integrales 
des 4 pies est egal a 0.22 suggerant que l'oligoside est un tetraholoside 
(rapport theorique: 0.25). 
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L'oligoside 1
3 

est done le t~trasulfate de n~ocarrat~traose 
iota, ou sulfate-2-anhydro-3-6-a.-0-galactopyranosyl, (l+3} sulfate-4-a-o­
galactopyranosyl (174) sulfate-2-anhydro-3-6-a.-0-galactopyranosyl (1+3) 

sulfate-4-0-galactopyranose (le- ID- IE- IF,~}. 

O-S03 

su\fate-2 
anhydro 3-6 
a-1> ga\adosyl 

IC 

su\fate-~ 

b~g~\actosyl 

J]) 

su\fate .. l. 
onhydr:o o-E> 

o{.bw '619\actcsyl 

IE 

tetr-asu\fate. de necxarratetraose iota 

~\fate .. 4 
]) .. qatactosyl 

J:F 

b.4 Spectre des oligosides 12 isol~s de l'hydrolysat #5 de l'extrait 
polyosidique d'E. spinosum 

Nous rappelons qu'en chromatographie sur plaque, la tache cor­
respondant a 12 se d~double (figure 15): deux oligosides sont probablement 
pr~sents. 

Sur le spectre R.M.N. (figure 26) nous observons 6 pies entre 
110 et 90 p.p.m. Les pies a 103.22 p.p.m. (KD 1 ), 97.34 p.p.m. (KF

1
a), 

95.51 p.p.m. (KC
1

, KE
1

) et 93.17 p.p.m. {KF
1
a) prouvent la pr~sence d'un 

oligoside de carragh~nane kappa de degr~ de polym~risation sup~rieur a deux 
(cf. figure 24, t~traholoside kappa, 6 = 903.21 p.p.m., 97.34 p.p.m., 
95.51 p.p.m. et 93.17 p.p.m.). Le rapport de l'int~grale du pie KD

1 
sur 

celle du pie (KC
1

, KE
1

} est de 0.57, ceci suggere que l'oligoside est le 
t~traholoside lui-meme (rapport th~orique = 0.5). Ce r~sultat confirme 
l'analyse en chromatographie sur couche mince (le Rf moyen de la tache d~­
doubl~e est ~gal au RGAL du tetraholoside kappa: K

2
, RGAL = 0.73, 0.75). 
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Figure lo - Spectre R.M.t'\. des oltg-osides r 2 \·so\es de\'nydrolysar #5 

de\' ext\"'cSit fD\)'osidique. d,. Eucheuma S?inosum 

~ disu\~ate de neccarrdb\ose iot& 

IA, IB, 

0--b--Q:>-b disul~ate de neocaVY"stetraose ksppa. 
KC, KI>, KE1 KF, 

-pies d f·p·m· \nre~r01tes 

l<D, 103.2.2 0.2q 

~~' KF,-p 91.34 -
l<C, I I<E, <35.51 0.'51 

kF,oL '33.11 -
IBu:~ C32.91 -
IAI 92.~ 1 -

0 

J:A, ~carbonen°\ des Yesid~ su\~ate..2 anhydro 3..6 e< .. }).gatacropyranosyt (iota) ( ~2) 
lt\~eti'B. ~: sut~te .. 4 I> .. g&\&e~oy-yrancse(iote) .. &norn€resoitr~. ( ~tb) 
le C., etl<E, : ~n~dro 3. 6 cl..'D. ~\actopyr~nosyl (ka~) ( ~) 

· \<l>, : Su\f~te.4 ~.:o.'?atac.tot>yranose(ra~ra)(t.b) 
~F,J.e.tKF;~: sulV&te.f.t :0.<Sa\&crofyrc9nose(t>.appa) ~norreres cJ..er~ (z.b) 

J : de~\ace""e.t\ts c:him\que.s v-e\anfs du TMS 
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Les pies a 97.34 p.p.m. {IB 18), 92.97 p.p.m. {IB
1
a) et 

92.47 p.p.m. (IA
1

) prouvent l'existence d'un oligoside iota; IB 18 corres­
pond a l'anomere B du galactose r~ducteur~ IB 1a a l'anomere a et IA 1 a 
l'anhydro-galactose (cf. spectre du t~traholoside de carragh~nane iota~ 
figure 24). L'absence de pie a 103.0 p.p.m. laisse supposer que l'oligo­
side iota est le diholoside. Ceci expliquerait le l~ger d~placement du 
signal de l'anhydro-galactose 0 = 92.47 p.p.m. par rapport a celui que 
nous avons trouv~ pour le t~traholoside iota o = 92.62 p.p.m. {qui lui­
m@me est l~gerement diff~rent de celui du polymere 6 = 72 .. 76 p.p.m.). 

Le d~doublement de la tache 1
2 

est done expliqu~: le diholoside 
de carragh~nane iota et le t~traholoside de carragh~nane iota ont approxi­

mativement le m@me RGAL" 

L'enzyme #5 d~grade done le carragh~nane kappa pr~sent dans 
l'extrait d'Eucheuma spinosum et une partie du carragh~nane iota. 

b.5 Spectre des oligosides 13 isol~s de l'hydrolysat #5 de l'extrait 
polyosidique d'E. spinosum 

Le spectre des oligosides 1
3 

isol~s de l'hydrolysat #5 de l'ex­
trait d'E. spinosum est pr~sent~ figure 27. les deplacements chimiques 
(o} des signaux et la valeur du rapport des int~grales sont absolument 
identiques a celles du n~ocarrat~traose t~trasulfate iota (cf. figure 27~ 
10

1
, o = 102.97 p.p.m.; IF 18, o = 97.34 p.p.m.; IF

1
a, a= 92.97 p.p.m.; 

IC
1

, IE 1 ~ 6 = 92.62 p.p.m.). Ceci suggere que l'autre oligoside en pr~­
sence (visible en chromatographie sur plaque: I~, figure 15) est en con­
centration extremement faible par rapport au t~traholoside 1

3
• 

Ce r~sultat confirme la double activite de carragh~nases iota 
et kappa de la pr~paration enzymatique #5. 

Pour conclure cette analyse de spectroscopie de R.M.N., nous 
avons regroup~ dans un tableau (tableau 10} les valeurs des d~placements 
chimiques caracteristiques des oligosides et polymeres de carraghenane 
kappa et iota. 
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F~gure 21- -Spectre R.M.t-\. de l1oligostde I 3 \'sole de \'hych·otysar jf5 de 

\'ex\"r<Sit ?O\'fc&\dique de Euche.u\IY\S s:p\nosum. 

~ rerr'asu\,are. de t'\eoosrr-atetve~ose iota 

IC, ID, !E, IF, 

pies d -p·p.m. io~re1\es 

ID, \02..<31 l.J 

IF.15 CJ1.34 o.~ 
IF,~ CJ2.97 0.1 

IC,,IE, 92..62 2.5 

!C11 I E~ : carbone not des t'i5icLs sulfare-2. anh)dto 3.6 d-D-~a!acropyra nosy! ( ~~) 

IDl : S~..t\tarek ~-D-~\acl'opy~ranosyl (b) 

!F~et!n~~ su\fate-~ p.-'D-~a\acropyYartose(anomeres cl et~) 
cl : d~~men~ cnim~ques re\ar\~s au TMS. 
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Tab\eau \o 

Tableau r&apitu\arif des de.plac.e.rnenls ch\m\gu.es 

(e.n p·p·m.) des c.arbones t'l0 l des poly et otigoside~. 

de c.arrai'henanes iotd er l:appc!. 

diho\oside tetraho\o5ide 
A-B C-D-E-F 

Re&idus l<appa Iota kappa Iota 
cn-b r- .... ~ <iX:) &b-t&b ~-

l>, CS - - 103.1 103.0 

A,C,E,a. ~5.5 q2.,5 95.5 q2.6 

B~J F~ 91.3 91.3 q1.3 ql3 

Bct 1 Fd q3.2 q3.0 q3.l 93.0 

0 anhydro 3-6 o<-D-~a\ac.topylf"anosy\ 

~ sutfate-2 cl-D- ga\acto?yYanosy\ 

poly mere 

... ( ~- cg );;-

~ Iota 
~1¥1 

10'5.2. 103.0 

q6.0 q2.1 

- -
- -

b su \tate~4 \=>-I>- ga\actopyra nosy\ 
ou su\fare.--4 ])_ ~a\ac.ropyranose (anomeves cl.et~) 
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VII-2 DETERMINATION DU DEGRE DE POLYMERISATION PAR CHROMATOGRAPHIE SUR 
PLAQUE 

Apres hydrolyse incomplete du carragh~nane kappa par l'enzyme #9 
(addition d'une solution dilu~e d'enzyme a la solution de carragh~nane), 
nous observons, en chromatographie sur plaque de cellulose, la pr~sence 
d'oligosides de masse molaire plus elev~e que le diholoside K1 

(RGAL = 0.97- 1.0) et le t~traholoside K2 (RGAL = 0.73- 0.75) (figure 28). 

Nous avons calcul~ le Rf de chaque oligoside 

(Rf =. ~istance de Tigra!ion de l'olfigoside X ) et avons corrAlA (figure 29) 
d1stance de m1grat1on du front du solvant 

le Rf et l'hypothetique degre de polymerisation (O.P.) de chaque oligoside 
par la relation de Martin (PATAKI - 1966) 

1 ~ = log(Rf- 1) = f(D.P.). 

Pour que cette relation soit verifiee, la fonction Rm = f(D.P.} doit 
~tre representAe par une droite. Sachant que les deux oligosides migrant 
le plus loin sur la plaque Ataient le diholoside sulfate de n~ocarrabiose 
(K

1
, D.P. = 2) et le tetraholoside disulfate de neocarrabiose (K2 , D.P. = 4}, 

nous avons attribue aux 5 autres oligosides des O.P. pairs augmentant de 
2 unit~s au fur et a mesure qu'ils se rapprochaient de l'origine. La 
figure 29 nous montre que la fonction ~ = f(D.P.} est effectivement une 
droite. 

Le systeme cellulose MN 300 et Butanol/ethanol/eau (3/2/2.5) nous 
permet done de s~parer des oligosides de carraghenane kappa ayant les degr~s 
de polymerisation suivants: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14. 

Nous n'avons pu obtenir une aussi bonne s~paration des oligosides 
de carraghenane iota ayant un D.P. superieur a 6. Ceux-ci ont tendance a 
former une tralnee sur la plaque de chromatographie et les differents oli­
gosides ne peuvent ~tre discernes les uns des autres. Ceci est probablement 

dO a la pr~sence du groupe sulfate supplementaire sur le carbone 2 de l'anhy­
dro-galactose. Plus un sucre est chargA, plus il tend a former une trafnAe 
en chromatographie sur plaque, et done plus il est difficile de le separer 
des autres composes. 



Fi<lure 28 - Chromalosrsmme d~hydrolysats 

de carraghenane ¥8ppa - hydro\yse incomplete . 

GAL: Ga\ac.tose · 

A : carraghenane kappa hydro\yse par\en3yme#1 
J): cav-ra'5henane kappa hydrolyse -par \'en3yme#9 

chromatossraphie suv- -p\aque de c.e\\u \ose M.tf3oo 

so\vant : butanol /ethano\jeau (3/2/2.5) 

0 
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4 front du so\vant 

0 \:7 
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Tigure 28 



Tab\eau \\ et figure 2<3 
i 

0\igo&ides de c.arraghenane kbppa 

C.orre\ation Rm =fog (j_ _l) =f. ( D.P.) 
Rr I 

D.P.: decgre de polymerisatiion 
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degre de 
polymerisa tio_.. "Rf Rrn 

(D. P.) 

2 0.~35 0.\06 
4 0.335 0.298 
6 0.236 O.SlO 

8 O.l51 0."131 
10 0.-114 0.89f 
\l 0.018 1.010 
u. 0.050 1.278 

1.0 

o.s 

0 
0-+-----------~----"-~---:&:---~ \ 

6 B ao '2. u,. degre de ~yrnerisation 
(1>-P:) 
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VIII: SPECIFICITE DES ENZYMES 

VIII-1 ACTIVITE DES ENZYMES EXTRACELLULAIRES #1 ET #9 SUR DIFFERENTES 
FAMILLES DE POLYOSIDES: AGAR ET CARRAGHENANES 

a. Agar et carragh~nane lambda (n) 

L~activit~ des enzymes #1 et #9 est test~e sur agar, carragh~­
nane iota, et carragh~nane kappa (les enzymes sont induites indiff~remment 
sur carragh~nane iota ou kappa). L'activit~ des enzymes sur agar (OIFCO­
BACTO) est test~e par viscosim~trie a 40°C et par chromatographie sur pla­
que. Aucun changement de viscosit~ de la solution d'agar n•a pu ~tre 
observ~. Aucun oligoside n'apparatt sur la plaque de chramatographie. 
L'activit~ de ces enzymes a ~t~ ~galement test~e sur carragh~nane lambda. 
Nous n'avons d~tect~ aucune activit~. Les enzymes #1 et #9 n'ont done 

aucune action hydrolysante sur l'agar et le carragh~nan~ A. 

b. Carragh~nanes iota et kappa 

b.l Enzyme #1 

L' enzyme #1 Uqu.efile .tlta Jta.p-U:lement leA ec.han:ti.Uon6 de 

c.a.JtJta.ghena.ne lota.. Les produits d'hydrolyse peuvent ~tre s~par~s sur 
plaque de chromatographie comme nous l'avons vu (figure 13). 

La fraction contenant les oligosides de faible masse molaire 
(soluble dans l'~thanol apres hydrolyse} a ~te analysee en spectroscopie 
de R.M.N. du carbone 13 (figure 30). La valeur des deplacements chfmiques 
et celle du rapport des integrales des signaux sont identiques a celles du 
tetrasulfate de n~ocarratetraose iota (figure 25). 

La fraction de l'hydrolysat insoluble dans l'ethanol a egale­
ment ~t~ analysee en spectroseopie de R.M.N. (figure 31, echantillon 712503). 
Quatre pies apparaissent dans la zone de resonance des carbones 1. Les pies 
a 103.1 p.p.m. (Kg

1
, Ig

1
), 95.7 p.p.m. (Ka

1
) et 92.6 p.p.m. (Ia

1
} indiquent 

la pr~sence de carraghenanes kappa et iota en quantit~ a peu pres egale. Le 
pie a 97.3 p.p.m. (S} est tres faible et met en ~vidence la faible concen­
tration d'oligosides. Les molecules de kappa et iota sont done essentiel­
lement a l'etat de polymere. 
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Figure 30- Spectv-e R.M.N. de. \a ~v-ac't\on soluh\e dahs ('ethanol, de \'hydrotysar #\ 
de cav-rdghenane iota ( E. sp\ nosum) 

~-4h_ ~ 
~'-' 
IC., !D. IE, If, 

pies, Jp.p.m. 

ID. 102 .'39 

If,~ '31. 33 

!F.~ <32.'38 
IC,,IE, 92.68 

;ntegrales 

0.?>'3 
0.20 

Q.54 
0.38 

!C,, I E, :car bone n~ des res\dus suWate.. 2 snh)ldro 3-6 r.J. -D-~alacic ?)'\'"dr\oS yl ( ~z.) 
ID\ : ~y\fate-~ ~-D.~\actopyrsmosy! (b) 

!F~el'It;~: sut~ate-L( -D ~aladopyv-anose(anomeres c(erf!>) (t>) 

J : dep\acements ch\miques re\a+;fs au 1"MS • 
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F Lgures. 3\ e\" 32- Spectres 'R.M. N. de.\a frac:t-aoV\ \'t'\so\ub\e dahs \et-hanol de \'hydrclysar# 1 

du ?o\yos\de extv-a\\- d'Eucheuma se\nosum- echanti\\ons # 'Tt2503 et# 3\210-

(c.av-raghinanes iota~ :t', e.t kappa : k) 

-~·--{:0-0-1-· 
ra, rsl l<a, kg. 

pies d P·P.·m· 
#il~503 

J p.p.m. 
-#3\2.10 

Ig.,K~, l03.t l03.\ 

¥> <31:3 91.3 
ka, '3s:t Ci5:r 
ra, <J2.5 ~2.6 

la, ~carbonetl0l desr€5\dus sulfate.2 anhydro 3.6 c( .. l:).gaactof>yvancsyl ( Cl.l) 
I <g, : su lfate.. ~ f>-J). cga\actopyranosy J (iota) (b) 
ka, ! anhydro ~6 ol .. b .. gatactopyranos.yl (~) 

Kg. ; s~\fate .. ~ ~.t>.sa\ac:to~yranosyl (~?pa) (b) 

· J : de~\acemenrs ch\miques re\&n~s au "TMS 
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Le spectre de l'~chantillon #31210 (E. spinosum, figure 32) 
est semb1able a celui que nous venons de d~crire. L'intensit~ des pies 
est diff~rente. Le pie a 95.7 p.p.m. {Ka

1
) correspondant au carragh~nane 

kappa est moins intense mais confirme la pr~sence de r~sidus kappa dans 
le polyoside. 

L ' enzyme # 1 degiUl.de · :tltu 6cU..blemen:t le c.aJULag hbta.ne 
ka.ppa .. En chromatographie sur plaque, aucun oligoside n'apparaft 
si l'hydrolysat est analys~ avant pr~cipitation a l'~thanol. Mais apr~s 
pr~cipitation de la fraction non d~grad~e (90%) et concentration de la 
fraction soluble, celle-ci, analys~e en chromatographie sur plaque, pr~­
sente la s~quence d'oligosides K

1
, K

2
, 1

3 
(figure 33}. Pour mieux cam­

prendre la nature de l'hydrolysat, cette fraction a ~t~ analys~e par spec­
troscopie de R.M.N. {figure 34). Entre 110 et 90 p.p.m., sortent quatre 
principaux pies. La pr~sence d'unit~s r~ductrices est prouv~e par le pie 
(KF 18 , IF18) a 97.36 p.p.m. (carbone l de l'anomere B du galactose r~duc­
teur). La pr~sence d'o1igosides de carragh~nane kappa est prouv~e par le 
pie (KC

1
, KE

1
) a 95.51 p.p.m. (carbone 1 des r~sidus anhydrogalactose kappa}. 

le pie situ~ aux environs de 103 p.p.m. nous montre qu'il y a en solution 
des oligosides de degr~ de polym~risation sup~rieur a 2. Ce pie est d~dou­
bl~ (KD

1
, 10 1 ), les. oligosides sont done de nature diff~rente. 

Si l'on se r~fere aux spectres des t~traholosides purs de carragh~nanes 
kappa et iota (figures 24 et 25), on peut attribuer le premier pie, KD

1 

(6 = 103.19 p.p.m.), au carbone 1 du galactose non r~ducteur d'un oligoside 
de carragh~nane kappa et le second, ID

1 
(6 = 102.97 p.p.m.} a celui d'un 

oligoside de carragh!nane iota. La presence d'oligosides d'origine iota 
est confirmee par le pie a 92.60 p.p.m. (IC

1
, IE

1
} representant les r~sidus 

anhydro-galactose iota. 

Le rapport de l'integrale du pie KD , sur celle du pie 
1 

KC 1 , KE 1 est egal a 0.76 sugg~rant que 1'o1igoside kappa est principalement 
le tetraho1oside (rapport theorique: 0.5), avec probablement une.faible 
quantite d'hexaholoside (rapport theorique: 1.6). Il n'est pas possible 
d'utiliser les integraTes des pies caracterisant l'oligoside iota; le der­
nier pie a 92.60 p.p.m. est confondu avec ceux representant les anomeres a. 



figure '3'3 _ Chromato<5ramme de l'hydrolysar 

# \ de \'extrait po\yosa daque de E.cotton\i (kappa) 

GAL: galactose 

l{, : Su\¥ate de neoc.av-ra'biose kappa 

}{2 :. d\su\fa~e de neocarrate\-raose ta.rpa 
r

3 
: +et(asu\fate deneocarnsreh-aose \eta 

HK : hydrolysat ~I de l'extrait po\yosid\que. 

de Eucheuma cotton\ i ( l::appa) 

_c..hromatographie sur p1a9ue de ce\lulose MM30o. 

- so\vant: Buhsnol fethano\ /eau (3/2/2.5) 
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F; gu v-e 34 _ Spectr-e. R.M.tt de \a trac.hon so\ub\e. dans \'ethc;)no\ 

de t' hydro\ysat #l du j:<:\'los\de ex\Ya\r d' Eucheu.ma cotton(\ 

re, ID, rt. IF, 

0--b--Q)--b 
k'C, '<D. t<E, KFc 

pies d p·p·m· i ntecsrales 

l<D, l 03.1q 0.8~ 
ID, I 02.ct8 ... 

~<F.~,m~ 'lr.36 -
KC,,l<E, q5,51 l.lO 

KF,ot ,IF,d.} q2,,60 .. 
IC,, If, 

.__ 

0 

IC, IE, :carbone n°l des residus sul.fare-2 anhydro 3-6 ol-b-<geladopyrdnosyl ( ~) 
ID, : · sutfate-~ ~-I><ga\acropyyanoSyl ( \ota) (b) 
I\\d.,IF.~: sutfate-4 D.g-a\ac.topyranose(~nomeres d. er~) (\et&) 
l<C,, KE, : anh'fdro "5..6 r:J.. D.gQ)\acrop'frc9 nosy I ( ~) 
KD, ~ su\fate-4 13-D- ga'adbf>'l"'~nosyl (bsppa) (b) 
Kfi~,Kf,~: sulfate.-4 D-ga\aclopyr~nose(Q)nomercsd.et~) (\<a~) 
<J : dipl&cements chimiques re\dti~ dU TMS . 
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Cependant, par chromatographie sur plaque (figure 33}, nous 
observons la pr~sence d'une tache correspondant au t~traholoside iota 

(! 3 , RGAL = 0.51 - 0.54). les r~sultats obtenus en spectroscopie de 
R.M.N. et en chromatographie sur couche mince ne permettent pas de prouver 
si le diholoside iota est pr~sent ou non. Nous verrons dans la Discussion 
que sa pr~sence est tres peu probable. 

La fraction soluble dans l'~thanol de 1 'hydrolysat de carra­
gh~nane kappa degrade par l'enzyme #1, contient done principalement les 
tetraholosides kappa et iota. 

b.2 Enzyme #9 

L' enzyme #9 a. une :t:Jtu g.:r-ande a.c.::Uvi.:t€. L>Wt .te c.aJVta.ghena.ne. 

ka.ppa.. La fraction contenant les oligosides de faible masse molaire (80%) 
a ~te analysee en spectroscopie de R.M.N. {figure 35). Quatre pies appa­
raissent entre 90 et 110 p.p.m.: KD

1
, o = 103.21 p.p.m.; KB 16 , KF 16, 

o = 97.36 p.p.m.; KA
1

, KC
1

, KE
1

, o = 95.53 p.p.m.; KB
1
a, KF

1
a, o = 93.17 p.p.m. 

Ces signaux sont caracteristiques d'oligosides de carragh~nane kappa pur 
(cf. spectre des di et tetraholosides purifies, figures 23 et 24). Nous 
rappelons qu'en chromatographie sur couche mince, nous observons principa­
lement deux taches K

1 
et K

2 
correspondant aux di et tetraholosides kappa 

(figure 11); ces deux oligosides sont done les principaux composants de 
l'hydrolysat. 

Le rapport de 1 'integrale du pie KO sur la somme de celles 
l 

des quatre pies a pour valeur 0.174 sugg~rant que le m~lange diet tetra-
holosides est equimoleculaire (rapport theorique: 0.167). 

La fraction soluble dans l'ethanol de l'hydrolysat de carra­
ghenane kappa d~grade par l'enzyme #9 contient done en quantit~ egale du 
necarrabiose kappa et du neocarratetraose kappa. 

La fraction resistante de l'hydrolysat a egalement ete analy­
see en spectroscopie de R.M.N. (figure 36). 
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Cinq pies apparaissent entre 110 et 90 p.p.m. Le pie a 
97.2 p.p.m. (KB) prouve la pr~sence d'une quantit~ importante d'oligosi­
des (carbone 1 de l'anomere 8 du galactose}. L'extr~mit~ r~ductrice de 
ces oligosides semble @tre principalement de nature kappa ~tant donn~ la 
pr~sence du pie Ka (6 = 93.0 p.p.m.} caract~ristique de l'anomere a du 
galactose r~ducteur des oligosides kappa. Les pies Ig , Kg 

1 1 

(o = 102.9 p.p.m.), Ka
1 

(6 = 95.3 p.p.m.) et Ia
1 

(6 = 92.4 p.p.m.) sont 
caract~ristiques des polymeres de carraghenanes kappa et iota~ la fraction 
insoluble dans 1 'ethanol de l'hydrolysat #9 de carragh~nane kappa semble 
done contenir des oligosides de poids moleculaires elev~s, de nature hybride 

kappa-iota. Le pourcentage de r~sidus iota presents dans cette fraction 
est d'environ 45%. 

L'enzyme #9 d~grade les trois echantillons (cf. Annexe) 
d'Eucheuma spinosum (carragh~nane iota). Environ 25% des hydrolysats 
restent dans la fraction soluble apres precipitation a l'~thanol. Cette 
fraction pr~sente, en chromatographie sur plaque, une sequence d'oligosi­
des report~e figure ll. Sur le spectre R.M.N. (figure 37}, six pies sor­
tent entre 110 et 90 p.p.m. Les pies KD1 (o = 103.19 p.p.m.}, KB 18 , KF

18 
{o = 97.36 p.p.m.), KA

1
, KC

1
, KE

1 
(6 = 95.1 p.p.m.) et KB

1
a' KF

1
a 

(o = 93.17 p.p.m.) prouvent que l'hydrolysat contient des oligosides 
d'origine kappa (cf. figure 36). Le rapport de l'integrale du pie KD

1 

sur la somme des integrales des quatre pies est egal a 0.180. Cette va-
1eur est tres proche du rapport th~orique deja calcul~ (0.167) d'un m~lan­
ge ~quimoleculaire de di et tetraholosides kappa. 

Les deux autres pies Ig
1 

(o = 102.99 p.p.m.) et Ia
1 

{o = 92.72 p.p.m.) sont caracteristiques du carraghenane iota et corres­
pondent probablement a un faible pourcentage de polymere partie1lement 
degrad~ (par l'hydrolyse des residus kappa) qui n'aurait pas pr~cipit~ 
apres addition d'ethanol. 

La fraction soluble dans 1'ethano1 de 1 'hydrolysat #9 de 
1 'extrait polyosidique d'Eucheuma spinosum (echantillon #712503) est done 
essentiellement constitue de neocarrabiose et n~ocarratetraose kappa en 
quantite egale, melanges a une faible quantite de polymere iota. 
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~\ gure '35 ... Spectre t<.M.N. de\Q fractt'on SOlYb\e dsns \'€11\~nol 

de\;hydro\ysar 'ftq de c.srr&gnenane K&~pa (E.cd\onii) 

0--Jb. su\fate de neo<:arrdbiose kappa 
KA, K&, 

<l>--b---Q)-b di~ul~k-e de neooorra\etraose kap~ 

kt, Kl>, \<E, kF. 

pic.s d p·p.m. \ n~e'S""dles 

~D, 10'5.21 '33.5 
\<'q f!, \\F.~ 91.36 3'3.6 

Kl\ 1 KE, ) 95.52 '33.1 
KC, 

kBbt,KF1c( 'l3.l1 23.6 

0 

\<A,, KC,,KE, : c.arbooen°l ~vesidus anhydYo 3-6 oC.D csalac.top)'ranos)' I ( (») 
kB'ol 1 K~~)<F.at etKF.p ~ sutf.&re-~ J>.ga\ac.rop'Jrdnose(anE>meres cle.tf!') (b) 

KD, : su\fa\'e.tt p.D.ga\acro~'/r&nosyl (b) 
J : ~\acements chimiques re\ar\~s duTMS. 
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F; gu re 36 _ Spectre R. M.N. de. la ~Yach'on \nsoluble dans \'eth~nol 

de l~hydrolyS&t :ft9 du J>e>\'los,·ae e.xtr~\t d' Euche.u.ma c.ottonl\. 

~~--~--~b 
lea, K~ Ia, Ig. 

-pies J f·p·rn· in~egro\e!> 

\('SI 1 Tcsl 102,q -
K~ 91:2 -
ka. 95.'3 32. 
Kd q3,0 -
I a, q2.~ 26 

0 

Ka, :atomedecarbonen°1 desresidus anh)'dro3.6 cj.'D.gatadopyranosy\ (~) 
K~,: su\fate-4 13-D.g&lactCfjrdncsyl (kappa) (b) 
I a, : sulfate-2 CJnh'fdro 3.6 o!.l>~\oc.tcpyvanosyl ( <L1J 

!~,: sulfa\e-Lt }'-D '6~\ad-opyr&nosy! (io\-~) (b) 
Ko(er~C ~ : s..t\fate-4 D-~1&=.\'of"'rOlnose (~ppa)(~norne(esd.Et~) 

d : dep\Qeements thimtques te\o\ti~s. ou TM S . 
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F; <iuv-e '51 .. Spectre R.H.N. de\a trach'on soluble dans \'ethanol 

de l'hydvolysat #"<3 du pol'foS\de exrra\r d"Eucheumc9 5p,·n~m 

--~ 
.:ra. 1£. 

polymere ,a-~ 

~ ~ulfate de neocarn~b&ose tcarra 
KA, K'&, 

~0--b d\su \f&~ de neocsrroaretr6\oSe ko>ppQ 

I<C, I<D, k:f, I<F, 

~ic.s cfp·r·m· integ'rd\es 

I<D, I03.2l o.q 
r~, 102.qq o.~ 

I 

KB.p,KF.~ 'Jl56 (. 3 
KA,,~1 ,KE, CfS.48 .2.0 
k'~ I d. I K f.Q(, Cf5.l1 0.8 

Ial q2.12 Q.6 

0 

I' a, 

Ig, 
: dtome de carbonenqdes res\dus Sulfare-.2 6lnh'Jdfo"5.6 fi.l)~Ql\~rop~rc;mosy( ( ~~ 

: sulK~re-t.. ~\csct"oP'frO>noSy\ (lohg) (•b) 

l<A, ,k'c., KE, ~ anhydro '3.6 c.L\).~'ocro?'trcS\nosy\ (a.>) 

I<B,~, l<B.p,KF~ etkfil' : sul fate-le }) .. ~\atropyr6lnose (6\notrteresde~) { 0) 

l<I>, : Su\fate-~ ~-D-~&Iacro-p~r&nosy\ (b) 

o : de~\&cements chim\ctues re\~t-ifs au 'MS . 
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Nous avons egalement analyse en spectroscopie de R.M.N. la 
fraction resistante de l'extrait d'Eucheuma spinosum (echantillon #715203) 
apres traitement a l'enzyme #9 (figure 38). 

Deux pies apparaissent entre 110 et 90 p.p.m.~ Ia
1

, 

o = 102.98 p.p.m. et Ig
1

, o = 92.77 p.p.m., caracteristique du carragh~­
nane iota. L'absence de pie a 97.30 p.p.m. indique qu'il n'y a pas d'oli­
goside en presence. 

En comparant ce spectre a celui du m@me echantillon non de­
grade (figure 21), nous observons la disparition du pie a 95.93 p.p.m. 
correspondant a la presence de carraghenane kappa. Ceci correspond par­
faitement au resultat.que nous venons d'exposer dans le paragraphe prece­
dent: les residus kappa presents dans l'extrait polyosidique ont ete de­
grades en di et tetraholosides. 

Aucune degradation du polymere de carraghenane iota par l'en­
zyme #9 n'a pu ~tre detectee par spectroscopie de R.M.N. Nous avons ce­
pendant teste l'enzyme sur le carraghenane iota purifie par deux traitements 
a l'enzyme #9 (les details experimentaux sont decrits page 136). L'hydro­
lysat a ensuite ete analyse par chromatographie sur plaque; le chromato­
gramme obtenu est presente figure 39. L'intensite des taches est tres 
faible, laissant supposer que l'enzyme #9 a peu d'affinite pour le carra­
gMnane iota. On peut neanmoins discerner la presence d'un oligoside (!

2
) 

ayant un RGAL semblable au tetraholoside kappa (RGAL = 0.73- 0.75), suivi 
d'un oligoside ayant un RGAL semblable au tetraholoside iota (I 3 ). Un 
fait tres important est a remarquer: l'oligoside 1

1 
a completement disparu, 

laissant supposer que l'o1igoside 1
2 

est le produit final de l'hydrolyse. 
Effectivement, nous verrons plus loin que I a ete identifie comme etant le 

2 

diholoside iota. 

l'enzyme #9 hydrolyse done tres faiblement le carraghenane 
iota. 

En conclusion, les deux enzymes #1 et #9 sont des carraghena­
ses n'ayant aucune activite d'agarase ni de carraghenase lambda. 

~ 
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La preparation enzymatique #1 a une tres grande activite hy­
drolysante sur le carraghenane iota et une faible sur le carraghenane kappa. 

La preparation enzymatique #9 a une tres grande activite hy­
drolysante sur le carraghenane kappa et probablement une tr~s faible sur le 
carraghenane iota (extrait d'E. spinosum) • 

. Il semble done que l'enzyme #1 soit specifique du carraghenane 
iota et nous l'appellerons carraghenase iota, et que l'enzyme #9 soit spe­
cifique du carraghenane kappa et nous confirmons son nom de carraghenase 
kappa qui lui a deja ete attribue par WEIGL et call. {1966). 

VIII.2 ACTIVITE OES ENZYMES #2, 3, 4, 5, 6 ET 7 SUR LES CARRAGHENANES 
KAPPA ET IOTA, SPECIFICITE DES ENZYMES 

Les enzymes (#2, 3, 4, 5, 6 et 7} utilisees dans cette etude ant 
ete induites sur carraghenane iota. 

Les 6 enzymes degradent le carraghenane kappa, laissant environ 
20 a 25% de fraction 11 resistante 11 (tableau 8}. Les chromatogrammes de ces 
hydrolysats ant ete presentes figure 11. 

Les 6 enzymes degradent les 3 echantillons d'Eucheuma spinosum 
(Annexe), laissant environ 70% de fraction "resistante 11

• Elles degradent 
en fait la fraction kappa contenue dans le polyoside iota (les chromato­
gran~es sont identiques a ceux d'un hydrolysat de carraghenane kappa, 
figure l1). 

Nous avons done utilise du carraghenane iota "purifie 11 par double 
traitement a l'enzyme #9 (procede decrit page 136) afin de tester l'acti­
vite effective des enzymes sur le carraghenane iota. Les hydrolysats ant 
ete analyses par chromatographie sur plaque. Les chromatogrammes obtenus 
sont presentes figure 39. La sequence des oligosides obtenus est la sui­

vante: I 2 (RGAL = 0,73- 0.75), 13 (RGAL = 0.51 - 0.54) suivis d'une legere 
tra1nee jusqu•a 1 'origine. L'oligoside I 1 (RGAL = 0.97- 1.0) est prati­
quement inexistant dans taus les hydrolysats. l'intensite des taches des 
hydrolysats #6 et #7 est beaucoup plus faible que celle correspondant aux 
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hydrolysats #2, 3, 4, 5, laissant supposer que les enzymes #6 et 7 ont une 
activite hydrolysante faible sur le carraghenane iota en comparaison des 
enzymes #2, 3, 4, 5. 

En conclusion, les 6 preparations enzymatiques #2, 3, 4, 5, 6 et 7 
degradent le carraghenane kappa autant que l'enzyme #9 et peuvent done @tre 
appeles carraghenase kappa. 

Les preparations enzymatiques #2, 3, 4 et 5 semblent avoir aussi 
une activite sur le carraghenane iota 11purifie" su~rieure a celle des 
enzymes #6, 7 et 9 (figure 39) et peuvent, en plus, @tre appelees carra­
ghenase iota bien que leur activite soit beaucoup plus faible que celle 
de l'enzyme #1. 
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IX: EFFET DES ENZYMES #1 ET #9 SUR LA DISTRIBUTION DES MASSES MOLAIRES 
DES HYDROLYSATS D'EUCHEUMA SPINOSUM, EUCHEUMA COTTONII, FURCELLARIA 
FASTIGIATA, AHNFELTIA CONCINNA, AHNFELTIOPSIS GIGARTINOIDES 

Les extraits polyosidiques des algues Eucheuma spinosum (~chantillon 
#31210), Eucheuma cottonii, Furcellaria fastigiata, Ahnfeltia concinna, 
Ahnfeltiopsis gigartinoidesont ~t~ respectivement hydrolys~s par les en­
zymes #1 {carragh~nase iota) et #9 (carragh~nase kappa). les hydrolysats 
sont pr~par~s dans les conditions standard d~crites dans le paragraphe 
Mat~riel et M~thodes. Une diff~rence cependant: apres 48 heures d'hydro­
lyse, les extraits polyosidiques subissent un deuxieme traitement enzyma­
tique identique au premier et l'hydrolyse est arr~t~e, environ 96 heures 
apres la premiere addition d'enzyme, par lyophilisation. 

Les hydrolysats ainsi pr~par~s sont chromatographi~s sur colonne de 
Sepharose CL-4B, afin d'~tudier 1'influence des traitements enzymatiques 
sur la distribution des masses molaires. les caract~ristiques de la colonne 
de chromatographie et les conditions utilis~es ont ~t~ d~crites pr~c~dem­
ment (Mat~riel et M~thodes). Avant de chromatographier les extraits polyo­
sidiques, nous avons determine les conditions optimales de fonctionnement 
de la colonne et l'avons calibree. 

IX-1 CALIBRATION DE LA COLONNE DE SEPHAROSE CL-48 ET OPTIMISATION DES 
CONDITIONS EXPERIMENTALES 

Nous avons calibre la colonne ~ l'aide de glucose et de dextrans: 
OX 2000, DX 250, OX 70, DX 40, OX 10 (Pharmacia, Suede} dont les masses 
molaires moyennes respectives sont 2,000,000; 250,000; 70,000; 40,000; 
11,000. Les oses contenus dans les fractions ont ~t~ dos~s par la m~thode 
au phenol-acide sulfurique d~crite dans le paragraphe Mat~riel et M~thodes. 
La figure 40 nous montre les spectres obtenus. 

Nous avons repr~sent~ la fonction corr~lant leur masse molaire moyenne 

{Mw) et leur volume d'~lution (Ve) (figure 41) 

log CMW) = f(~~), 

Vo etant le volume d'elution du dextran 2000. Cette fonction est repr~-
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sent~e par une droite et permet de corr~ler le nu~ro des fractions dans 
lesquelles sortent les polyosides a la masse molaire respective de ces 
polyosides (sachant que chaque fraction contient 1.15 ml). 

t\
0 cles frac.tlOr\S Ve VeNo Mw 

(ml) 

2l 24 t.OO 2xlo' 

25. 2 f3.3 1.22. to' 

'30 31. t.t.l 5x\cf 

36. 4L1 1.1~ 2xlos 

41. 41.5 l.'38 lO~ 

1..6 52.8 2.20 5ll\~ 

52. 6o 2.50 lx\01) 

51 65.1 2.11.. la'-' 

61 10 2~2. · 5 x\0?. 

Nous avons utilis~ de l'eau distill~e pour ~luer les ·dextranes et le 
glucose, mais les polyosides extraits d'algues ~tant fortement charg~s (en 
raison de leurs radicaux sulfates), nous avons dO augmenter la force ioni­
que de l'~luant afin d'~liminer les interactions ioniques entre les polyo­
sides et le gel de Sepharose. 

Il est ~vident que les masses molaires que nous attribuerons aux 
polyosides sulfat~s, hydrolys~s ou non, ne seront pas les masses molaires 
absolues, mais seront les masses molaires ~quivalant aux dextranes ayant 
le m~me volume d'~lution. 

Pour ce faire, nous avons utilis~ une solution de chlorure de sodium, 
neutralis~e a pH= 7.0 par addition de quelques gouttes d'une solution de 
soude 0.0025 N. Diff~rentes concentrations de NaCl ant ~t~ test~es et pour 
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chacune nous avons d~termin~ le volume d'~lution du n~ocarrat~traose kappa 
{~ 1 mg/ml) (figure 42). Plus la concentration de NaCl augmente~ plus le 
volume d'~lution du t~traose se rapproche de celui du glucose (Ve = 65 ml~ 
fractions 56-57}, pour devenir identique lorsque la concentration de NaCl 
est 0.5 M. Nous avons done utilis~ cette molarit~ dans l'~luant pour 
chromatographier les polyosides portant des groupes sulfates. 

IX-2 CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE SEPHAROSE CL-48 DES POLYOSIDES 
HYDROLYSES ET NON HYDROLYSES 

Chaque extrait d'algue a ~t~ chromatographi~ avant hydrolyse, apr~s 
traitement enzymatique a l'enzyme #9 (carragh~nase kappa) et apres traite­
ment enzymatique a l'enzyme #1 (carragh~nase iota}. Les figures 43, 44, 
45, 48, 49 repr~sentent la quantit~ d'oses (dos~s par la m~thode au ph~no1-
acide sulfurique) contenue dans chaque fraction en fonction de la masse 
mo1aire de ces oses. 

a. Eucheuma spinosum (carragh~nane iota, ~chanti11on #31210) 

Le polyoside non hydrolys~ n'a pu ~tre chromatogaphi~ en pr~­
sence de chlorure de sodium. Le sel provoque une telle g~lification du 
carragh~nane iota, qu'une solution de polyoside a 2%.(concentration mini­
male que nOUS puissions utiliser) est trop ~paisse a 50°C pour p~n~trer 
dans le gel de Sepharose. Le carragh~nane non hydrolys~ a done ~t~ ~lu~ 
a l'eau distill~e. Les hydrolysats #1 et #9 de ce m~me polyoside ont pu 
~tre chromatographi~s sans probleme en pr~sence de NaCl. 

La figure 43 nous montre les diff~rents spectres obtenus suivant 
les traitements enzymatiques. Non hydrolys~, le polyoside pr~sente une 
distribution de masses molaires (M.M.) allant de 2 x 106 a 3 x 104 (frac­
tion 50) avec un maximum de 106 (fraction 25). Les enzymes #1 et #9 af­
fectent toutes les deux cette distribution. 

Apres traitement par l'enzyme #9 {carragh~nase kappa), deux pies 
principaux apparaissent, l'un correspondant a une fraction non d~grad~e 
ou peu d~grad~e (M.M. ~ 2 x 10 6 , tube 22} et l'autre correspondant a une 
fraction contenant des asides de faibles masses molaires (M.M. ~ 104 ~ 

tube 55). 
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Nous avons vu lors de 1 'analyse par spectroscopie de R.M.N. que 
cette fraction contient principalement des oligosides de carragh~nane 
kappa (figure 37} et que la fraction non d~grad~e est de nature iota 
(figure 38). 

Le traitement par l'enzyme #1 (carragh~nase iota) ne laisse au­
cune fraction ayant une masse molaire ~lev~e; tout le polyoside est d~grad~ 
en une fraction de masse molaire moyenne ~gale ou inf~rieure a 1.5 x 104 

(fraction 55). Nous avons vu que la partie soluble dans l'~thanol de cet 
hydrolysat (partie la plus d~grad~e) contenait principalement le t~traho­
loside de carragh~nane iota {spectre R.M.N., figure 30) et la partie inso­
luble, de masse molaire plus ~lev~e, contenait un polymere hybride carra­
gh~nane iota et kappa (figure 31). 

b. Eucheuma cottonii {carragh~nane kappa} 

Le carragh~nane non hydrolys~ (figure 44) pr~sente une distribu­
tion de masses molaires allant de 2 x 106 a 6 x 104 (fractions 19 a 45) avec 
un maximum a 1.5 x 106 (fraction 23). 

Le polyoside hydrolys~ par l'enzyme #9 (carragh~nase kappa} est 
completement d~grad~ en une fraction ayant une masse molaire moyenne s 
1.5 x 104 (tube 55). Nous avons vu lors de l'analyse par spectroscopie 
R.M.N. (figures 35 et 36) que cet hydrolysat contenait un m~lange ~quimo­
l~culaire de di et t~traholosides de carragh~nane kappa, et une fraction 
moins hydrolysee contenant du carragh~nane iota. 

Apres traitement par l 'enzyme #1, le spectre des masses s'~tale 
tout au long de la colonne sans pie bien d~termine. On peut tout de m@me 
observer un l~ger maximum correspondant a une masse molaire de 4 x 105 

(tube 31), et un deuxieme correspondant a M.M. s 1.5 x 104 (tube 55). 
Une remarque importante: nous avons trait~ cet hydrolysat une nouvelle 
fois a 1 'aide de l'enzyme #1 (en exces) et l'avons rechromatographi~ sur 
la colonne de Sepharose CL-4B; le spectre obtenu est identique a celui que 
nous venons de decrire. 

Nous rappelons que le pourcentage de la fraction soluble dans 
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l'~thanol de cet hydrolysat est tres faible (10%) et qu'il contient un 
m~lange de t~traholosides kappa et iota (spectre R.M.N., figure 34). 

c. Furcellaria fastigiata (cf. annexe) 

L'extrait de cette algue est appel~ furcel1arane (cf. page 3). 
Ce polyoside est un carragh~nane kappa partiellement d~sulfat~ 
(cf. page 11). 

Non hydrolys~ (figure 45), ce furcellarane pr~sente une distri­
bution de M.M. allant de 2 X 106 a 3 X 10~ (fractions 20 a 50) avec un 
pie maximum correspondant a une masse moJaire ~gale ou sup~rieure a 
1.2 x 106 (fraction 24). 

La distribution des masses molaires est peu affect~e par l'enzyme 
#1 (carragh~nase iota). Le pie pr~c~dent diminue en intensit~ et un nouveau 
pie apparaft {fraction 30), peu important par rapport a la quantit~ d'oses 
d~ja contenue dans cette fraction avant hydrolyse. 

L'enzyme #9 (carragh~nase kappa) affecte beaucoup plus la dis­
tribution des masses molaires. Le spectre s'~tale de 2 x 106 a 104 

(fractions 22 a 60) avec un pie important correspondant a une masse 
molaire ~ 1.5 x 104 (tube 55). Le chromatogramme sur plaque de cellulose 
de cet hydrolysat pr~sente la distribution typique des oligosides kappa: 
K

1 
(diholoside), K

2 
(t~traholoside) et une tratn~e d'oligosides jusqu'a 

l'origine. 

d. Ahnfeltia concinna 

Le polyoside extrait de cette algue est un carragh~nane hybride 
kappa-iota (cf. page 30). Nous avons analys~ en spectroscopie de R.M.N. notre 
~chantillon, avant de l'hydrolyser a l'aide des enzymes #1 et #9 {tigure 46): 
cinq pies apparaissent entre 110 et 90 p.p.m. Les pies sortant a 103.10 p.p.m. 
(Ig , Kg ), 95.95 p.p.m. (Ka ) et 92.69 p.p.m. (Ia ) sont caract~ristiques 

1 1 1 1 

des polymeres de carragh~nanes iota et kappa et confinnent le caractere 
hybride de cet extrait d'algue. Les deux pies a 105.39 p.p.m. (Y) et 

98.87 p.p.m. (X) n'ont pas ~t~ identifi~s. Cependant nous avons une expli­
cation probable sur leur origine et en parlerons dans la Discussion. 
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Les pourcentages de carraghenanes kappa, iota et de residus inconnus ont 
ete calcules d'apres les integrales correspondant a chaque pie et ont pour 
valeur respective: 50%~ 32% et 18%. 

La distribution des masses molaires du polyoside non degrade 
{figure 48) est identique a celles des polyosides d'Eucheuma spinosum et 
d'Eucheuma cottonii, s'etalant de 2 X 106 a 2 X 105 (fractions 20 a 36), 
avec un pie maximum (fraction 22). 

Les 2 enzymes #1 et #9 affectent la distribution des masses 
molaires. Dans les deux cas, le pie existant avant hydrolyse disparatt. 

Apres traitement par l'enzyme #1 (carraghenase iota), les masses 
molaires s'etalent de 2.5 x 10 5 a 104 (fractions 35 a 57) en un pie arrondi, 
la moyenne se situant aux alentours de 5 x 104 (fraction 46}. 

Le chromatogramme sur plaque de cellulose de cet hydrolysat pre­
sente la distribution typique d'un hydrolysat #l de carraghenane iota 
(figure 13) soit les oligosides I

3 
(tetraholoside) et 14 • 

Apres traitement par l'enzyme #9 (carraghenase kappa), le pie se 
deplace vers des masses molaires plus faibles. Il est plus etroit et plus 
eleve, avec un epaulement (fraction 54}. le maximum correspond a une masse 
molaire de 3 x 104 {fraction 50). 

Le chromatogramme sur plaque de cellulose presente la distribu­
tion typique d'un hydrolysat #9 de carraghenane kappa (figure 13) avec 
une legere tralnee entre le tetraholoside et l'origine. 

Lorsque le polyoside subit un traitement simultane par les deux 
enzymes, la masse molaire moyenne de l'hydrolysat a une valeur encore in­
ferieure a celle de la fraction precedente. le pie correspondant a la 
masse molaire de 3 x 104 disparalt et celui correspondant a l'epaulement 
reste. 

e. Ahnfeltiopsis gigartinoides (description annexe) 

Nous avons egalement analyse par spectroscopie de R.M.N. cet 
echantillon (figure 47). Le spectre est semblable a celui d'Ahnfeltia 
concinna. Les pourcentages kappa, iota et residus non identifi~s sont 
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cependant l~gerement diff~rents (kappa 51%~ iota 40%, non identifi~ 9%). 

Chromatograph;~ sur la colonne de Sepharose CL-4B (figure 49), 
le polyoside non hydrolys~ pr~sente le spectre classique des extraits non 
d~grad~s. 

Apres traitement par l'enzyme #1 (carragh~nase iota), le spectre 
s'~tale de fa~on sym~trique tout au long de la colonne avec une valeur 
moyenne d'environ 105 (fraction 41). 

En chromatographie sur couche mince, la distribution des oligo­
sides est ce11e d'un hydro1ysat #1 de carragh~nane iota. L'intensit~ des 
taches est faib1e. 

Apres traitement par 1'enzyme #9 {carragh~nase kappa), les masses 
molaires se regroupent entre 1.5 x 105 et 104 avec un pie maximal 
(P.M. = 3 x 104

, fraction 51) et un ~paulement (fraction 55}. 

Le traitement simultan~ par les deux enzymes d~place l~gerement 
le pie vers une valeur moyenne M.M. = 4 x 10,.. (fraction 53). 



-136-

X: PRODUCTION, PURIFICATION DU DIHOLOSIDE DE CARRAGHENANE IOTA. 
CARACTERISATION PAR SPECTROSCOPIE DE R.M.N. DU 13C 

Les r~sultats des analyses pr~c~dentes sur l'activit~ des diff~rentes 
pr~parations enzymatiques, et sur le caractere hybride des polyosides. 

nous a permis d'~tablir le protocole exp~rimental permettant de pr~parer 
le diholoside de carragh~nane iota pur (1

2
). 

Nous avons vu que la tache 12 obtenue apres hydrolyse du polyoside 

d'Eucheuma spinosum par l'enzyme #5 ~tait d~doublee (figure 15) et cor­

respondait ~ un m~lange de t~traholoside kappa et de diholoside iota 
(figure 26). 

Si les r~sidus kappa contaminant le polyoside sont pr~alablement ~li­
min~s, 1 'enzyme #5 devrait alors produire le diholoside de carragh~nane 

iota non contamine par le tetraholoside de carraghenane kappa. 

Le carraghenane iota "purifie 11 des r~sidus l<appa est prepar~ par dou­

ble hydrolyse a l'aide del 'enzyme #9. La nouvelle fraction non d~gradee 
(carraghenane 11 purifie") est remise en solution et traitee par l'enzyme #5 

en presence d'une faible concentration de NaCl {0.005 M). Tous les hydro­
lysats sont pr~par~s dans les conditions standard decrites dans le para­

graphe Materiel et M~thodes. 

La fraction soluble dans l'ethanol de l'hydrolysat de carraghenane 

iota "purifie 11
, traite par 1 'enzyme #5, est analysee par chromatographie 

sur plaque. Le chromatogramme a deja ete presente plus haut (figure 39). 

Ce nouvel hydrolysat est lyophilise et chromatographie sur colonne 

de Sephadex G-25 fine, dans les m@mes conditions que celles decrites dans 
le paragraphe Mat~riel et Methodes. Le contenu des fractions sortant de 
la colonne est chromatographie sur couche mince de cellulose {figure 50). 

Les fractions contenant I 2 sont alors m~lang~es, la solution est concen­

tree et lyophilisee, pour etre par la suite analysee par spectroscopie de 

R.M.N. du 13C (figure 51). 
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Sur le spectre apparaissent trois pies IB 16 ~ IB 1a et IA 1 • IB16 
(o = 97.43 p.p.m.) et IB

1
a {o = 92.95 p.p.m.) repr~sentent les anomeres 

a et 8 du galactose place a l'extremite reductrice de l'oligoside. IAI 
{o = 92.43 p.p.m.) est le signal correspondant au carbone 1 du sulfate-2-
anhydro-3-6-a-D-galactosyl. L'absence de pie dans la region de 103 p.p.m. 
prouve qu'il n'y a aucun tetraholoside present. La valeur du rapport de 
l'integrale du pie IA

1 
sur la somme de celles des pies lBw et IB 1a est 

egale a 0.98 prouvant que 1 'oligoside est un diholoside (valeur theorique 
= 1. OD). 

L'oligoside est done le disulfate de neocarrabiose iota pur, ou sulfate-
2-anhydro-3-6-a-D-gal actopyranose (1 + 3) sulfate-4-D-galactopyranose(~) • 

o-
3 

su \fate- 2. 
anhydro 3-6 

ol-D- ~!acto­
-pyranosy I· 

sulfate-4 
'D- csa\ac.to# 
pyranose 

disulfate de neocarrabiose iota 
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E/ - DISCUSSION 

Les carragh~nanes kappa et iota sont souvent pr~sent~s comme des entit~s 
_ayant une structure pratiquement id~ale. la structure r~gulH~re de ces po­
lyosides est en fait toujours 11Contamint'!e" par la pr~sence de r~sidus de 
natures diff~rentes; un carraght'!nane kappa peut ~tre contamin~ par des 
residus iota; un carragh~nane iota peut contenir des r~sidus kappa. A ces 
structures 11COntaminantes 11 peuvent s'ajouter les carragMnanes mu et nu. 

Jusqu'a maintenant seules deux carragh~nases~ kappa et lambda avaient 

~t~ isolees pour analyser la structure des carragh~nanes. Dans cette pr~­
sente ~tude, une troisieme carragh~nase est isolee: une carraghenase iota 
que nous avons utilis~e pour caracteriser quelques polyosides extraits d'al­
gues rouges. Nous avons egalement utilis~ la spectroscopie de R.M.N. du 
13C pour analyser ces polyosides et leurs hydrolysats obtenus apres d~grada­
tion enzymatique. 

Les carragh~nases kappa et lambda ont ete purifi~es une ou plusieurs 
ann~es apres que leur specificit~ ait ~te definie et testee sur differents 
extraits d'algues. Nous avons suivi la m~me ligne de pensee et bien qu'il 
soit plus secure et plus rationnel de travailler avec une enzyme purifiee, 
nous avons prefere etudier les proprietes de la carraghenase iota et leurs 
utilisations plutot que d'orienter notre travail sur la purification d'une 
enzyme inconnue. 

I: DEGRADATION BACTERIENNE DES CARRAGHENANES 

Les enzymes responsables de l'hydrolyse des extraits polyosidiques 
d'algues sont synthetisees par des bacteries dont le vrai role dans la 
nature n'est pas connu. Sont-elles pathogenes pour l'algue ou font-elles 
uniquement partie de la voie de decomposition normale de l'algue? Lorsque 
ces bacteries degradent un polyoside extrait d'algue, il n'est pas evident 
qu'elles degradent la structure dominante du polyoside; elles peuvent de­
grader la structure "contaminante". C'est ainsi que nous avons isol~ huit 

bacteries hydrolysant l'extrait d'Eucheuma spinosum; parmi elles, une 
seule hydrolyse la structure dominante de l'extrait (carraghenane iota}, 
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les autres degradent preferentiellement la structure "contaminante" (carra­
ghenane kappa). Parmi ces dernieres, quelques-unes ont en plus la possibi­
lite d'hydrolyser legerement le carraghenane iota. 

HUMM (1946) a decrit des bacteries qui liquefiaient des extraits d'al­
gues maintenant connus pour ~tre des carraghenanes iota. Mais il faut ~tre 
prudent dans l'interpretation de tels resultats; la liquefaction du gel 
pouvait ~tre liee a la presence de carraghenane kappa ou d'autres residus 
dans le gel. 

L'equipe de WILLIAMSON (communication personnelle} a isole neuf bacte­
ries ayant la possibilite d'hydrolyser le carraghenane kappa et n'a pu en 
isoler aucune specifique du iota. Nous rappelons que nous-~me, sur huit 
bacteries, sept degradent principalement le carraghenane kappa et une seule 
a une activite marquee pour le iota. La propriete de degrader le carraghe­
nane kappa semble done ~tre plus repandue que celle d'hydrolyser le iota. 
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II: PARAMETRES AFFECTANT LA PRODUCTION ET L'ACTIVITE DE LA CARRAGHENASE 
IOTA PAR LA SOUCHE #1 

II. l EFFET DE LA TEMPERATURE SUR LA PRODUCTION DE CARRAGHENASE IOTA 

Les bact~ries ayant la propri~t~ de d~grader les polyosides extraits . 
d'algues ont ~t~ isol~es en g~n~ral d'eaux tropicales ou temp~r~es; les 
temp~ratures de croissance utilis~es pour faire pousser ces bact~ries sur 
milieu de culture sont de 1 'ordre de 25°C. Nous avons ~tudi~ 1 1 influence 
de la temp~rature sur la souche #1 responsable de la synthese de la carra­
gh~nase iota. Le taux de croissance augmente avec la temp~r?ture~ mais~ 
fait surprenant, la production d'enzyme diminue. Il faut done choisir un 
compromis afin d'avoir un temps de croissance assez court tout en gardant 
une bonne production d'enzyme. La temp~rature ainsi choisie est de 22°C. 

11.2 EFFET DE LA CONCENTRATION DE CARRAGHENANE IOTA DANS LE MILIEU DE 
CULTURE 

Un autre parametre influen~ant la production d'enzyme est la concen­
tration de carragh~nane iota dans le milieu de culture. La courbe de pro­
duction d'enzyme en fonction de la concentration de substrat a l 1allure 
d'une courbe de saturation normale. Lorsque la concentration de substrat 
est nulle, la production d'enzyme est nulle~ ceci signifie que l'enzyme 
n'est pas constitutive mais est induite par la pr~sence de carragh~nane 
iota. 

De meme, la carragh~nase kappa syntMtis~e par Pseudomonas carrageeno­
vora est induite par le carragh~nane kappa (JOHNSTON, 1973). Lorsque le 
milieu de culture contient du carragh~nane lambda, Ps. carrageenovora est 
alors capable de synth~tiser une carraghenase lambda: une souche peut syn­
th~tiser plusieurs enzymes si les substrats inducteurs sont pr~sPr.ts. 11 
est ainsi fort possible que la double propri~t~ des souches {#2~ 3, 4, 5) 
d'hydrolyser les carraghenanes kappa et iota soit due au caractere hybride 
de l'extrait d'Eucheuma spinosum. 
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11.3 ACTIVITE EN FONCTION DU pH 

L'activit~ enzymatique de la carragh~nase iota a ~t~ mesu~e en 
fonction du pH; la courbe obtenue pr~sente un ~paulement et pourrait etre 
la r~sultante de deux pies (figure 10). L'activit~ hydrolysante de la 
carragh~nase iota peut etre due. a la pr~sence de plusieurs enzymes. Pour 
d~tecter leur existence, toutes nos mesures d'activit~ faites par viscosi­
m~trie devraient etre doubl~es par le dosage de la production de sucres 
r~ducteurs. Une enzyme provoquant une forte r~duction de la viscosit~ ne 
provoque pas obligatoirement la production d'une grande quantit~ de sucres 
r~ducteurs. Nous avons tent~ de doser ces sucres par la m~thode de SOMOGYI­
NELSON (1952). Cette m~thode avait ~t~ uti1is~e par YAPHE (1955), WEIGL 
(1966) et JOHNSTON (1973) pour mesurer l'activit~ des carragh~nases kappa 
et lambda. Nous n'avons malheureusement pas obtenu de r~sultats coh~rents 
dans le cas de notre enzyme. Nous proposons une autre ~thode, celle de 
DYGERT et coll. (1965), sugg~r~e par MC LEAN et WILLIAMSON (1979), qui 
semble plus pr~cise, surtout a de faibles concentrations de sucres. 

1!.4 INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LES RENDEMENTS D'HYDROLYSE 

Les rendements d'hydrolyse du carragh~nane iota par la carragh~nase 
iota #1 sont bien meilleurs lorsque la temp~rature d'hydrolyse est 40°C. 

Ce ph~nomene n'est pas dO a une activation de l'enzyme par la temp~­
rature puisque tous les rendements ont ~t~ calcul~s en fin d'hydrolyse et 
sur des hydrolysats pr~par~s en pr~sence d'exces d'enzyme. 

La temp~rature a un effet sur la structure tertiaire et quaternaire 
des mol~cules de carragh~nanes (cf. page 14). A 40°C, le gel fond et le 
r~seau tridimensionnel form~ par les doubles h~1ices de carragh~nane n'existe 
plus, les chalnes mol~culaires sont libres; l'enzyme peut alors acc~der 
plus facilement aux mol~cules et le rendement de l'hydrolyse augmente. Au­
dessous de 40°C, le r~seau tridimensionnel se forme et l'enzyme est proba­

blement limit~e par des phenomenes diffusionnels. Au-dessus de 40°C, le 
rendement de l'hydrolyse diminue; ce ph~nomene est dO a l'inactivation de 
l'enzyme par la temperature. Les hydrolyses, a l'aide des enzymes #5 et 
#9, ne semblent pas affectees par des problemes d'acces au substrat. Au­
dessus de 40°C, nous notons le meme phenomene d'inactivation de 1 'enzyme 
par la temperature. 
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Ill: ACTIVITE ET SPECIFICITE DES ENZYMES SYNTHETISEES PAR LES SOUCHES 
#1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 et 9 

Au long de notre ~tude, nous avons compar~ les r~sultats obtenus a 
l'aide des enzymes #1, 2, 3, 4, 5, 6 et 7 a ceux obtenus a l'aide de 
l'enzyme #9 sur laquelle quelques travaux avaient d~ja paru. Cette enzyme 
#9 produite dans l'extrait extracellulaire de Pseudomonas carrageenovora 
a ~t~ caract~ris~e par YAPHE et BAXTER (1955) et WEIGL et YAPHE (1966-a-b): 
ils l'ont identifi~e comme ~tant une carragh~nase kappa. 

Nous avons tenu a le confirmer par nos ~thodes avant de l'utiliser 
comme r~f~rence. 

III-1 LA CARRAGHENASE KAPPA DE PSEUDOMONAS CARRAGEENOVORA (ENZYME #9) 

a. Activit~ 

WEIGL en 1966 {a-c) identifie par analyse chimique les produits 
d'hydrolyse du carra9h~nane kappa (extrait de Chondrus crispus) par les 
enzymes intra et extra-cellulaires de Pseudomonas carrageenovora. 11 en 
d~duit que l'enzyme extracellulaire purifi~e, hydrolyse les liaisons 
B(l 74) entre le sulfate-4-galactose et l'anhydro-3-6-galactose et que 
l'extrait cellulaire contient une d~sulfatase; le plus petit oligoside 
produit par l'enzyme extracellulaire est le sulfate de n~ocarrabiose kappa 
(Q}-t)) qui est ensuite d~sulfat~ par 1•enzyme pr~sente dans l'extrait 
cellulaire en n~ocarrabiose (~). Il caract~rise quatre oligosides de 
degr~ de polym~risation respectif, 2, 4, 6 et 8, comme produits r~sultant 
de l'hydrolyse du carragh~nane kappa par l'enzyme extracellulaire. En 
chromatographie sur plaque de cellulose WHATMAN CC. 41, les valeurs de Rf 
de ces oligosides sont les suivantes: 0.60, 0.50, 0.35 et 0.22 (son syst~me 
de solvant, Butanol /~thanol/eau, l/l/1, est l~gerement diff~rent du n6tre, 
3/2/2.5). Nous avons pr~f~r~ reporter les valeurs de RGAL des oligo-
sides qui sont plus fiables. Le Rf peut varier en fonction de la temp~ra­
ture, de l'~paisseur des plaques, de la concentration des oligosides. Mais 
nous pouvons cependant reconnaitre notre s~quence d'oligosides kappa (K1 , 

K2, KJ, Kq (figure 11)). WEIGL a s~par~ les ol igosides par chromatographie 
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sur colonne seche de cellulose (solvant, butanol/~thanol/eau, 3/1/1} et 
obtient les quantit~s suivantes: 5 mg de diholoside (il estime en avoir 
perdu 40% lors d'une ~tape de la pr~paration et devrait done en obtenir 
environ 8 mg}, 2 mg de t~traholoside, 200 mg d'hexaholoside, 200 mg d'octa­
holoside. la quantit~ de diholoside serait done quatre fois sup~rieure a 
celle de t~traholoside. R~sultats surprerants si l'on se rappelle les 
notres: nous obtenons un m~lange ~quimol~culaire de di et t~traholosides. 
WEIGL pr~parait son enzyme au bout de 66 heures de croissance dans 500 ml 
de milieu H

1
, alors que nous cultivons notre souche pendant 15 heures dans 

200 ml du m@me milieu. Nous avons done pens~ que l'enzyme hydrolysant le 
t~tra en diholoside (~ ~ ~ ) apparaissait plus tard pen­
dant la phase stationnaire et avons utilis~ une pr~paration enzymatique 
collect~e apres 60 heures de croissance, mais l'analyse de l'hydrolysat 
par spectroscopie de R.M.N. nous donne les memes r~sultats·que ceux obtenus 
apres 15 heures. Nous avons ~galement pens~ que l'enzyme hydrolysant le 
t~tra en diholoside pouvait agir plus lentement; mais un hydrolysat de 72. 

heures contient les memes·quantit~s dedi et t~traholosides. la diff~rence 
entre nos r~sultats et ceux de WEIGL peuvent venir du fait que nous avons 
travaille avec une pr~paration enzymatique non purifi~e. 

Nous concluons que l'etape finale de ]'hydrolyse du carraghenane 
kappa par notre pr~paration enzymatique #9 est l'hydrolyse de l'hexaholoside 
en di et t~traholosides. Des experiences complementaires sont n~cessaires 
pour d~terminer le precede exact d'hydrolyse et determiner si plusieurs 
enzymes entrent en jeu. 

MC LEAN et call. (1979) ont repris les travaux de WEIGL; ils 
viennent de purifier la carraghenase kappa par un proc~d~ simple et publient 
les spectres de R.M.N. du 13C des di et tetraholosides: ils interpretent les 
pies correspondant au galactose non r~ducteur et a l'anhydrogalactose, mais 
n'interpretent pas les pies correspondant aux anomeres a et B, et ne calcu­
lent aucun rapport d'integrales. l'allure de leurs spectres est cependant 
semblable a celle des notres (figures 23 et 24}. (BHATTACHARJEE et colt. -
1977). 
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b. Sp~cificit~ 

JOHNSTON, en 1973, utilise la carragh~nase kappa extraite de 

Pseudomonas carrageenovora pour hydrolyser l'extrait polyosidique d'Eu­
cheuma spinosum (carragh~nane iota). Il prouve qu•une partie de la mo­
l~cule est hydrolys~e (apparition de sucres r~ducteurs) et en d~duit la 
pr~sence de r~sidus kappa dans la mol~cule. Nous nous sommes cependant 
pos~ la question a savoir si cette carragh~nase kappa ~tait strictement 
sp~cifique pour le carragh~nane kappa ou avait quelque affinit~ pour le 
iota. L'analyse par spectroscopie de R.M.N. du 13C (figure 35) nous 
prouve que l'extrait d'E. spinosum (carragh~nane iota) hydrolys~ par l'en­
zyme #9 {carragh~nase kappa de Pseudomonas carrageenovora) contient des 

oligosides de nature kappa. Aucun oligoside de nature iota n'apparatt 
dans cet hydrolysat; ceci laisse supposer que 1•enzyme #9 ne d~grade pas 
le carraghenane iota {qui est la structure dominante de l'extrait) et met 
en evidence le caract~re hybride du polyoside (dont nous reparlerons plus 
loin). Cependant lors de l'analyse par chromatographie sur couche mince 
de l'hydrolysat #9 de carraghenane iota "purifi~··~ nous observons la pre­
sence de taches tres faiblement colorees dont les RGAL respectifs sont 
semblables a 12 et 13 (figure 39). Le r~actif au naphtoresorcinol utilis~ 
pour reveler les plaques est tres sensible et r~vele la pr~sence de quel­
ques ~ g d'oses contenant de l'anhydrogalactose. Cette activit~ sur le 
carraghenane iota peut done ~tre jugee negligeable: les carraghenanes kappa 
et iota ont des structures tres proches, il est fGrt possible que la car­
raghenase kappa ait une tres faible affinit~ pour le carraghenane iota. 

MC LEAN et WILL1AMSON (1979) attribuent a la carragh~nase kappa 
de Pseudomonas carrageenovora, une activit~ de carraghenase iota, apres 
avoir observ~ la diminution de viscosite d'une solution de polyoside ex­
trait d'E. spinosum sur addition de la carragh~nase. Nous venons de 
prouver que la diminution de viscosite de la solution est plut6t due a 
la presence de residus kappa qu'a 1 'activit~ effective de la c~rraghenase 

sur le carragh~nane iota. 



c 

-147-

III-2 LA CARRAGHENASE IOTA SYNTHETISEE PAR LA SOUCHE #l 

a. Activi t·~ 

la carragMnase iota extracellulaire ·synth~tis~e par la souche 
#1 hydrolyse comme l'enzyme #9, les liaisons a (1 +4) de la cha'tne de 
carragh~nase iota; mais le produit final de l'hydrolyse par l'enzyme #1 
(carragh~nane iota) est le tetraholoside (~) (figure 30) et 
non un melange de di et tetraholoside. La production de t~traholoside 
vient probablement de l'hydrolyse de l'octaholoside en deux mol~cules de 
tetra. 

La souche #l utilise le tetraholoside qui pen~tre la paroi 
cellulaire pour etre transforme par d'autres enzymes. OECAO et NIKAIOO 
{1976) ont etudie le r61e de tamis que joue la paroi cellulaire chez les 
bacteries Gram negatives (Salmonella typhimurium, Escherichia coli) et 
ont etabli la limite d'exclusion des molecules a une masse molaire variant 
de 500 a 900 (a l'exception de Pseudomonas aeruginosa PA 01 pour lequel la 
limite se situe entre 3000 et 8000 - HANCOCK et NIKAIOO- 1978). la masse 
molaire du tetraholoside de carraghenane iota est 989; l'oligoside se situe 
done dans la marge normale superieure des substrats ayant la possibilite 
de penetrer la paroi cellulaire. 

L'extrait cellulaire degrade le tetraholoside en une serie 
d'oligosides que nous avons separes sur plaque de chromatographie {fi-

gure 13) mais que nous n'avons pas identifies. Il s'agit probablement de 
tetraholosides et diholosides partiellement d~sulfat~s; le produit final 
(OS) a ete identifi~ par comparaison avec le produit d'hydrolyse du sul­
fate de n~ocarrabiose kappa par la desulfatase intracellulaire de la sou­
che #9 (Pseudomonas carrageenovora). L'oligoside OS a le meme RGAL que le 
neocarrabiose et son RGAL n'est pas affect~ lorsque du cethyl de pyridinium 
est ajoute au solvant (caracteristique des sucres neutres). L'oligoside 
est done le neocarrabiose (diholoside desulfate de carraghenane}(~). 

Nous avons pense que par analogie avec le systeme de Ps. atlan­

tica (cf. page 22)' l'etape finale de d~gradation de la chaine etait l'hy­
drolyse de la liaison a (1 +3) du n~ocarrabiose avec production des deux 
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monom~res: galactose et anhydro-galactose. Aucune enzyme ayant une 
telle propri~t~ n'a pu ~tre d~tect~e sur simple lyse des cellules; nous 
leur avons done fait subir des traitements au triton et chlorure de 
lithium. De nouveau, aucune enzyme ayant la possibilit~ d'hydrolyser 
le n~ocarrabiose (~) n'a pu etre isol~e. Il est possible que l'enzyme 
ait ~t~ pr~sente mais que les conditions requises par l'enzyme pour l'hy­
drolyse n'aient pas ~t~ r~unies. 

Le traitement au d~tergent ou au sel peut avoir d~truit des 
liaisons n~cessaires entre l'enzyme et des composants de 1'enveloppe 
cellulaire; la valeur du pH requise par l'enzyme peut etre diff~rente 
de celle que nous avons utilis~e {pH= 7, 7.5). 

L'extrait cellulaire de la souche #1 contient done une ou des 
d~sulfatases et une ou des oligosidases, le produit final de 1 'hydrolysat 
du t~trasul fate de n~ocarrat~traose iota { ~) par ces enzymes 
est le n~ocarrabiose (~). 

b. Sp~cifi ci t~ 

Nous avons ~tudi~ la sp~cificit~ de la carragh~nase iota en 
analysant les spectres R.M.N. des polyosides d'E. spinosum et d'E. cottonii 
hydrolys~s par l'enzyme. La fraction de l'extrait d'E. spinosum (carra­
gh~nane iota) d~grad~e par la carragh~nase iota (enzyme #1} contient le 
t~traholoside iota pratiquement pur (figure 30); aucun oligoside de nature 
kappa n'a pu etre d~tect~. L'enzyme semble done etre sp~cifique pour le 
carragh~nane iota et si elle d~grade tr~s faiblement le carragMnane kappa 
pr~sent dans le substrat (extrait d'E. spinosum), la quantite d'oligosides 
kappa form~s est trap faible pour etre detect~e. 

La fraction resistante du meme hydrolysat contient un m~lange 
d'o1igosides hybrides kappa et iota de masse molaire ~levee (figures 31 
et 32). La presence de residus kappa semble done inhiber l'hydrolyse com­
pl~te en oligosides de faibles masses molaires. 

Mais si 1 'extrait d'E. cottonii (carragh~nane kappa) est traite 
~ l'aide de l'enzyme #1 (carragh~nase iota)t il est possible d'identifier 
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par. spectroscopie de R.M.N. du 13C, dans la fraction hydro1ys~e (10%), 
non seulement un ou des oligosides iota (prouvant le caractere hybride 
de la mol~cule) mais aussi le t~traholoside de carragh~nane kappa {figure 34). 

La pr~sence d'un oligoside kappa suggere que la carragh~nase 
iota a une faible activit~ de carragh~nase kappa. Il est possible que la 
lib~ration d'une extr~mit~ r~ductrice soit favoris~e par la proximit~ de 
r~sidus iota. Le degr~ de polym~risation du ou des oligosides iota pr~­
sents dans la fraction de 1 'extrait d'E. cottonii hydrolys~e par la carra­
gh~nase iota n'a pu @tre identifi~ par spectroscopie de R.M.N. Il est 
fort probable qu'un seul oligoside soit pr~sent et qu'il soit le t~traho­
loside puisque l'enzyme #1 ne peut d~grader plus loin le carragh~nane et 
que le t~traholoside est le produit caract~ristique final de l'hydrolyse 
du carragh~nane iota par l'enzyme #1. 

Nous avons v~rifi~ si cette activit~ de carragh~nase kappa que 
nous avons d~tect~e dans la pr~paration enzymatique #1, pouvait nuire a 
l'interpr~tation de certains r~sultats: la distribution des masses molaires 
d'E. cottonii, apres avoir ~t~ determinee une premiere fois (figure 44), a 
~t~ d~termin~e une seconde fois, apres un nouveau traitement a l'aide de 
la carraghenase iota. Aucun changement n'a ~t~ note. 

L'activite de carragh~nase kappa de la preparation enzymatique 
#1 semble done trop faible pour affecter la distribution des masses mo­
laires de carragh~nane kappa, et l'hydrolyse partielle des cha1nes d'~ 
cottonii semble @tre principalement due a la presence de r~sidus iota. 

Cette activite de carraghenase kappa peut @tre due a une dou­
ble activit~ de la carragh~nase iota ou a une autre enzyme pr~sente en 
faible quantite. L'oligoside kappa pr~sent dans l'hydrolysat d'E. cottonii 
par 1'enzyme #1 est un tetraholoside. Cette observation serait en favet!l" 
de l'hypothese d'une seule et m@me enzyme. Cette enzyme seruit une carra­
gMnase iota ayant une faible activite pour le carraghenane kappa. Ceci 
est envisageable ~tant donne que les structures de base des deux carragh~­
nanes sont identiques, ils ne different que par l'absence d'un groupe 
sulfate sur tous les seconds r~sidus, chez le carragh~nane kappa. 
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III-3 LES ENZYMES #2, 3, 4, 5, 6 ET 7 

Les preparations enzymatiques #2, 3, 4, 5, 6 et 7 ont toutes une 
activite de carraghenase kappa. Elles degradent le polyoside d'E. cottonii 
(carraghenane kappa} en laissant environ le m~me pourcentage de fraction 
resistante (20% - tableau 8) que la carraghenase kappa de Ps. carrageenovora. 
Les hydrolysats des cinq premieres enzymes {#2, 3, 4, 5 et 6) contiennent 
les diet tetraholosides (figure 11) comme l'hydrolysat #9, alors que l'hy­
drolysat #7 ne contient pas de diholoside, mais contient les tetra et hecta­
holosides (figures 11 et 28). 

Les enzymes #2, 3, 4 et 5 ont en plus de leur activit~ de carraghe­
nase kappa, une activite de carraghenase iota qui est plus faible mais non 
negligeable. De nouveau la question se pose: la double activfte des pre­
parations est-elle due a une ou deux enzymes? les souches synthetisant 
ces enzymes sont cultivees sur extrait polyosidique d'E. spinosum (carra­
ghenane iota). La double activite des preparations pourrait @tre induite 
par le caractere hybride iota-kappa du substrat. ~vant de passer aux tra­
vaux de purification de ces enzymes, il faudrait penser a les induire sur 
un carraghenane prealablement "purifie" des resfdus hybrides, par traite­
ment enzymatique. 

Nous avons egalement mis en evidence chez toutes les souches (#2, 
3, 4, 5, 6, 7 et 8) la presence d'une desulfatase intracellulaire (produit 
final d'hydrolyse: le neocarrabiose}. la desulfatation des oligosides 
par les bacteries degradant les carraghenanes semble @tre une etape essen­
tielle dans leur metabolisme. 



c 

t 

-151-

IV: PURIFICATION ET ANALYSE PAR SPECTROSCOPIE DE R.M.N. DU 13C DES 
OLIGOSIDES 

Les oligosfdes ont ~t§ s§par§s et purifi§s sur eolonne de gel 

SEPHADEX, par elution a l'eau distill§e. L'efficacite de la separation 
peut ~tre amelioree en augmentant la force ionique de l'eluant (par 
addition de NaCl). Nous avons prefer§ sacrifier ce point, afin de pou­
voir analyser nos produits par chromatographie sur couche mince (la pr~­
sence de NaCl emp~che toute lecture de chromatogramme sur plaque). 

Les oligosides purifi§s ant §te analyses par spectroscopie de R.M.N. 
du 13C. Alors que l'identification par analyse chimique est longue et 
fastidieuse, et necessite plusieurs experiences, un seul spectre R.M.N. 
nous fournit taus les renseignements sur l 1oligoside. La valeur des 
deplacements chimiques permet de connattre la nature des oligosides, kappa 
ou iota; la nature de la liaison hydrolysee est identifiee par la presence 
des signaux correspondant aux anomeres a et S; le degre de polymerisation 
peut ~tre calcule par integration des surfaces des pies. 

La spectroscopie de R.M.N. du carbone 13 s'est revelee d'une grande 
utilite non seulement dans l'analyse des oligosides mais aussi dans l'etude 
de la nature hybride des polyosides. 
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V: NATURE HYBRIDE DES POLYOSIDES 

L'utilisation d'enzymes specifiques sur des extraits polyosidiques 
d'algues, suivie de l'analyse par spectroscopie de R.M.N. des fractions 
resistantes, permet de mettre en evidence le caractere hybride des mole­
cules. La determination de la distribution des masses molaires apporte 
des renseignements sur la repartition des residus hybrides dans la cha'i'ne. 

Nous avons utilise la propriete des polyosides de precipiter-par ad­
dition d'ethanol pour separer les fractions dites resitantes des fractions 
appelees 11 hydrolysees 11 ou degradees. Cette methode de fractionnement est 
peu precise; si la grosse majorite des oses aux masses molaires elevees 
precipitent, il peut arriver qu'il en reste des traces dans la fraction 
soluble. 

Si la preparation de polyosides sulfates ne contient pas suffisamment 
de sels, les polymeres ne precipitent pas. Le pourcentage de fraction 
precipitee depend egalement du nombre de volumes d'ethanol utilises. Le 
fait d'appeler la fraction precipitee, fraction resitante, n'a aucune 
signification quant a sa masse molaire; les chatnes moleculaires peuvent 
etre partiellement hydrolysees. La fraction resistante peut done contenir 
des oses allant des polymeres non degrades aux oligosides de masse molaire 
elevee. 

Nous avons etabli que pour les preparations d'E. spinosum et E. cottonii, 
l'addition de 2 volumes d'ethanol nous donnait une separation ~atisfaisante 
et significative. Mais il n'est pas impossible qu'il faille utiliser une 
autre concentration d'ethanol pour d'autres preparations de polyosides ou 
qu'il faille y ajouter du sel (NaCl). 

V-1 POLYOSIDE EXTRAIT D'EUCHEUMA SPINOSUM 

L'analyse par spectroscopie de R.M.N. (figures 21 et 22} du po1yoside 
non degrade extrait d'E. spinosum {carraghenane iota) laisse prevoir la 
presence de residus kappa (echanti11on #712503- 20% de kappa). Apres 
avoir hydrolyse la structure dominante iota par traitement a l'aide de la 
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carragh~nase iota (enzyme #1), la fraction kappa apparatt nettement dans 
la fraction r~sistante (spectre R.M.N. -figures 31 et 32). Dans cet hy­
drolysat, il ne reste aucune mol~cule de masse molaire ~lev~e (figure 43), 
la fraction r~sistante contient des petits morceaux de polyosides hybri­
des (figures 31 et 32), les r~sidus de nature kappa sont done situ~s sur 
les chafnes de carragh~nane iota. Toutes les chatnes de carragh~nane iota 
ne semblent pas contenir de r~sidus kappa puisque lorsque le polyoside est 
trait~ par la carragh~nase kappa, une fraction importante de 1 'hydrolysat 
n'est pas affect~e par l'hydrolyse (figure 43}. 

Le polyoside extrait d'E. spinosum nous avait ~t~ pr~sent~ par REES 
et son ~qu·ipe (ANDERSON et call. - 1973) comme un carragMnane iota conta­
min~ par un faible pourcentage de r~sidus nu. Apr~s traitement au boro­
hydrure, les proportions de galactose/anhydrogalactose/groupes sulfates 
sont les suivantes l/1.03/2.03 prouvant que taus les r~sidus nu ont ~t~ 
transform~s en iota. Aucun r~sidu kappa n'est d~tect~. 

Nous venons de prouver que le polyoside extrait d'E. spinosum con­
tient principalement du carragh~nane iota et peut contenir un pourcentage 
non n~gligeable de carraghenane kappa. Une partie des cha1nes serait du 
carraghenane iota pur et l 'autre contiendrait des residus kappa. 

La presence d'un faible pourcentage de carraghenane kappa dans l'ex­
trait polyosidique d'E. spinosum explique la raison pour laquelle les co­
lonies de Ps. carrageenovora sont capables de degrader tres faiblement le 
gel d'E. spinosum lorsque la culture est inoculee sur milieu H

1 
solidifie 

par le polyoside (figures 3 et 3'). 

Nou~ pensions selectionner des bacteries degradant sp~cifiquement 
le carraghenane iota/en isolant des cultures qui liquefiaient l'extrait 
d'E. spinosum (cultures #2, 3, 4, 5, 6, 7). Les r~sultats nous ont mon­
tre que nous nous ~tions trompes et que ces bacteries ne degradent pas 
preferentiellement le carragh~nane iota pr~sent en grande quantite, mais 

le carraghenane kappa 11 contaminant 11
• 
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V-2 POLYOSIDE EXTRAIT D'EUCHEUMA COTTONII 

Le spectre R.M.N. de l'extrait non d~grad~ d'E. cottonii ne laisse 
. pas pr~voir la pr~sence de r~sidus iota dans la mol~cule (figure 20). La 

"contamination 11 est trop faible. Apres traitement par la carragh~nase 
kappa, la structure dominante est ~limin~e et la structure cach~e (iota) 
est d~masqu~e (figure 36). 

La quantite de carraghenane iota present dans la fraction ~sistante 
(20%) d1 E. cottonii apres traitement par la carraghenase kappa est de 45% 
ce qui correspond a 9% du polyoside total. Ce pourcentage est superieur 
a la quantite d1 0ligoside iota lib~r~ (environ 5%) dans le milieu apres 
hydrolyse du meme polyoside par la carragh~nase iota. La diff~rence peut 
etre expliqu~e de la maniere suivante: des liaisons entre les residus 
iota peuvent etre hydrolysees dans les chatnes sans qu'il y ait production 
d1 oligosides; cette hypothese est appuy~e par le fait que le spectre de 
distribution des masses molaires du polyoside apres hydrolyse par la car­
raghenase kappa est tres large (figure 44): l 1 hydrolysat est principale­
ment constitu~ de morceaux de polyosides partiellement d~grad~s, les 
liaisons qui les reliaient etaient principalement des liaisons entre des 
residus iota et le nombre de residus iota presents dans ces sections n'e­
tait pas suffisant pour qu'il y ait lib~ration d'oligosides. 

La pr~sence de r~sidus iota a deja ~te prouv~e dans le carragh~nane 
kappa de Chondrus crispus (PAINTER, 1966- ANDERSON et coll., 1968-a) •. le 
polyoside d'E. cottonii a deja ete etudie par ANDERSON et coll. (1973) et 
bien qu'ils n•aient pas mis en evidence 1 'existence de r~sidus iota dans 
les cha1nes, la pr~sence de ces r~sidus a ~t~ pos~e comme une ~ventualite. 

Dans la pr~sente ~tude, nous prouvons que 1 •dxtrait polyoside 
d'E. cottonii est un carraghenane kappa 11contamine 11 par environ 9% de 
carragh~nane iota. 

V-3 POLYOSIDE EXTRAIT DE FURCELLARIA FASTIAGATA 

Cet extrait d1 algue est un carragh~nane kappa partiellement d~sul­

fate (--0-b-·-Q>-0-·), done un hybride (BHATTACHARJEE et coll. - 1978). 
Nous nous sommes poses la meme question que pour les hybrides kappa-iota 
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quant a la r~partition des r~sidus dans le polyoside. Les r~sultats obte­
nus (figure 45} prouvent que les r~sidus neutres et sulfat~s ne sont pas 
situ~s sur des chaTnes s~par~es mais sont imbriques dans des chatnes iden­
tiques. la carragMnase iota (enzyme #1} a un effet tres l~ger sur la 
distribution des masses molaires du polyoside (figure 45). Mais ce resul­
tat seul ne nous permet pas d'affirmer la pr~sence de r~sidus iota dans 
la mol~cule. D'une part nous devons nous rappeler que la pr~paration en­
zymatique a une tres faible activit~ de carragh~nase kappa (bien qu'elle 
ne semble pas _@tre assez importante pour affecter sensiblement la distri­
bution des masses molaires d'un hydrolysat d'E. cottonii (page 126), elle 
peut @tre responsable de ce l~ger changement). D'autre part, si les resi­

dus iota existaient, il faudrait analyser attentivement les spectres R.M.N. 
des fractions hydrolysees et r~sistantes des hydrolysats. 

La presence de r~sidus iota est probable puisque PAINTER (1966) a 
mis en ~vidence dans 3 diff~rents ~chantillons de furcellarane, l'exis­
tence de sulfate-2-anhydro-3-6-D-galactose. 

V-4 POLYOSIDES EXTRAITS D'AHNFELTIA CONCINNA ET AHNFELTIOPSIS GIGARTINOIDES 

a. Hybrides kappa-iota 

Les extraits polyosidiques d'Ahnfeltia concinna et Ahnfeltiopsis 
gigartinoides sont degrades par les carraghenases k:appa et iota.. Comme 
les polyosides pr~c~dents, les r~sidus kappa et iota sont situes sur les 
m@mes cha1nes moleculaires. Dans les deux cas~ les produits hydrolyses 
des polyosides degrades par la carraghenase kappa ont une masse molaire 
moyenne inferieure a ceux obtenus par hydrolyse a 1 'aide de la carraghenase 
iota (figures 48 et 49). Ceci suggere que la quantit~ de carraghenane 
kappa est superieure dans les deux extraits a la quantite de carragh~nane 
iota. Ce resultat est confirme par 1 'analyse par spectroscopie de R.M.N. 
du carbone 13 (figures 46 et 47) (A. concinna, kappa: 50%, iota: 32%; 
A. gigartinoides, kappa: 51%, iota: 40%). 

Le spectre des masses molaires de l'extrait d'A. gigartinoides 
hydrolyse par la carraghenase iota {figure 49) est plus large que celui 
obtenu dans le cas du polyoside d'A. concinna (figure 48); et la moyenne 
des masses molaires est plus faible dans 1 1 hydrolysat de ce dernier. 
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Ce resultat peut para1tre surprenant etant donne que~ d'apr~s les resul­
tats obtenus par spectroscopie de R.M.N.~ le poureentage de earraghenane 
iota est inferieur chez Ahnfeltia concinna. Il peut cependant etre expli­
que par la mani~re dont les residus sont repartis dans la mol~eule: ehez 
A. concinna, les residus iota seraient repartis de fa~on plus repetitive 
que chez A. gigartinoides, les molecules produites auraient done une 
taille plus homogene. 

b. Presence eventuelle de carraghenane nu. 

Un autre resultat interessant est l'obtention de deux pies in­
connus X et Y sur le spectre de R.M.N. des deux extraits (figures 46 et 
47). BHATTACHARJEE et coll. (1979) ont d~ja analys~ par spectroscopie 
de R.M.N. l'extrait polyosidique d'Ahnfeltia eoneinna apres traitement 
alcalin. Le spectre obtenu est presente figure 52 {spectre A) et compare 
au spectre que nous avons deja presente figure 46 (spectre B). 

Sur le spectre A seuls trois pies apparaissent, caraeteristiques 
d'un polymere hybride de carraghenane iota et kappa. les carragh~nanes 
iota et kappa sont presents en quantite egale (50%-50%). L'echantillon 
utilise par BHATTACHARJEE est le meme que celui que nous avons utilise 
pour nos analyses (#26576, prepare par le Or SANTOS, UniversiU d'Hawaf). 
La seule difference est le traitement alcalin qu'il a fait subir au polyo­
side. Pour interpreter de fa~on certaine ces resultats obtenus par des 
personnes differentes, il faudrait analyser parallelement les~extraits 
traites et non traites (projet a 1 'etude). Nous allons cependant nous 
permettre une interpretation qui pourrait eventuellement etre revisee 
apres 1 'obtention de resultats supplementaires. 

Nous rappelons qu'un traitement alcalin sur un carraghenane con­
vertit taus les residus precurseurs sulfates sur le carbone #6 en anhydro-
3-6-galactose, avec elimination du groupe sulfate. 

Les pourcentages de carraghenane kappa et iota que nous obtenons 
dans le polyoside d'A. concinna (kappa: 50%, iota: 32%, inconnu: 18%) et 
ceux de BHATTACHARJEE (kappa: 50%, iota: 50%) laissent supposer que 1es 
r~sidus inconnus ont et~ transformes en carragh~nane iota par le traite­
ment alcalin et seraient done du carraghenane nu (v) pr~curseur du carra­

gh~nane iota {page 6). 
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Le fait que nous ne trouvions pas de carragh~nanemu {~~) 
pr~curseur du carragh~nane kappa est tres int~ressant; c'est un atout 
suppl~mentaire pour la th~orie qu'est en train d'~tablir MC CANDLESS 
(DI NINNO et MC CANDLESS - 1979} sur la biosynthese des carragh~nanes. 
Elle pense que le pr~curseur commun des carragh~nanes kappa et iota est 
le carragMnane nu qui se transformerait en iotait puis le iota en kappa. 
Une ~cole diff~rente existe, celle de CRAIGIE et WONG (1979) qui pensent 
que le carragh~nane mu (~) est le tronc commun et peut se transformer 
soit en kappa, soit en nu (v) qui lui-m~me se transformerait en iota. 

Les r~sidus de nature inconnue suppos~s de nature nu sont non 
seulement pr~sents chez A. concinna, mais aussi chez Ahnfeltiopsis gigar­
tinoides. Les pourcentages sont l~gerement diff~rents (r~sidus inconnus, 
A. concinna: 18%; A. gigartinoides: 9%) et varient aux d~pens du pourcen­
tage de carragh~nane iota (A. concinna: 32%; A. gigartinoides: 40%). Le 
pourcentage de carragh~nane kappa est constant (A. concinna: 50%; A. gi­
gartinoides: 51%). 

Nous rappelons que la denomination Ahnfeltiopsis est tres r~cente 
et vient d'etre proposee par le Dr SILVA (Dr ~1c CANDLESS, communication 
personnelle) pour caracteriser les algues carragh~nophytes du genre Ahnfeltia. 
Si le terme Ahnfeltiopsis est accepte, Ahnfeltia concinna devrait s'appeler 
Ahnfeltiopsis concinna. 
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F/ - CONCLUSION 

L'utilisation d'enzymes s'~tait av~r~e utile pour d~terminer la struc­
ture dominante d'un extrait d'algue (YAPHE, 1957-1959). Nous venons de 
prouver qu'elle peut etre aussi tres utile pour d~voiler les structures 
cach~es de ces polyosides. La d~couverte et la caract~risation d'une nou­
velle enzyme, la carragh~nase iota, augmente les possibilit~s de ces 
m~thodes. 

Nous avons analys~ cinq extraits d'algues rouges appartenant B trois 

familles diff~rentes: Furcellariaceae (F. fastigiata)~ Solieriaceae 
(E. cottonii, E. spinosum) et Phyllophoraceae (A. concinna et A. gigarti­
noides). Les cinq polyosides sont des hybrides de carragh~nanes dont le 
degre et la nature de l 'hybridisation varient. 

L'utilisation de la carraghenase iota coupl~e a celle de la carragh~­
nase kappa nous a permis de mettre en evidence un spectre d'hybrides par­
tant du carragh~nane iota dominant, contenant un faible pourcentage de 
kappa (E. spinosum}, allant jusqu'au carraghenane kappa dominant, conte­
nant un faible pourcentage de iota (E. cottonii) en passant par des carra­
ghenanes contenant des pourcentages de kappa et iota pratiquement ~gaux 
(A. concinna, A. gigartinoides). Dans tous les polyosides, les residus de 
nature differente sont imbriques dans les memes chatnes moleculaires. 

Lorsque ces polyosides sont utilises comme substrat pour alimenter 
les bacteries ayant la propriete de les degrader~ il faut etre prudent 
quant aux enzymes qu'ils peuvent induire chez les bacteries. Ces enzymes 
peuvent etre une carraghenase kappa, une carragh~nase iota ou un melange 
des deux. 

Les carragh~nanes sont synth~tises dans l'algue .par des processus qui 
sont a eclaircir. Comment expliquer la diff~rence de pourcentage de kappa 
et de iota chez E. cottonii et E. spinosum? Les enzymes responsables de 
la synthese du kappa et du iota (sulfotransf~tases ou sulfohydrolases) 
sont presentes dans les deux cas. Pourquoi 1 'activit~ d'une enzyme domi­
nerait sur eel le de 1 'autre? 
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Parmi les cinq extraits que nous avons analys~ss trois drentre eux 
sont communement employ~s industriellement: E. cottonii {carragh~nane 

kappa}, E. spinosum (carragh~nane iota} et F. fastigiata (furcellarane)~ 
La decouverte du caract~re hybride prononce des Ahnfeltia est recente 
et leurs proprietes physiques probablement differentes de celles d'un 
melange de carraghenane kappa et de carraghenane iota, interesseront 
peut-etre un jour les industries. 
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G/ - ANNEXE 

I: MILIEU DE CULTURE H
1 

Solution A 

- NaCl 
- K

2
HP0

4 

- MgS0
4

, 7 H
2
0 

- KCl 
- CaCl , 2 H 0 

2 2 

- casamino-acides 
- eau di sti 11 ee 

Solution B 

25.0 g 
0.1 g 

5.0 g 

l.Og 
0.2 g 

2.5 g 
q. s. p. 1000 ml 

- Solution de FeS0
4

, 7 H
2
0 a 0.3%. 

Autoclaver les solutions A et B separement a 120°C pendant 15 mn. 
Les solutions sterilisees peuvent etre conservees a temperature ambiante 
pendant quelques jours. 

Preparation du milieu: a 1000 ml de solution A~ ajouter 10 ml de 
solution Bet la quantite desiree de polyoside {milieu solide: 1.2%}. 
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II: SOLUTION SALINE DE MAC LEOD 

- NaCl 

- MgS0
4

, 7 H20 
- KCl 
- Trizma base 
- eau distillee 

0.03 M 
0.05 M 

0.01 M 
0.05 M 

Ajuster le pH de la solution a pH= 7.2 a l'aide d'une solution d'acide 
chlorhydrique 5 N. 

III: REACTIF AU NAPHTORESORSINOL (YAPHE - 1957) 

Solution 1 

Ethanol 
H

2
S0

4 
concentre 

Solution 2 

Naphtoresorsinol 
·Ethanol 

375 ml 
100 ml 

0.1 9 

50 ml 

La solution 1 est conserv~e a temp~rature ambiante et la solution 2 

a 4°C. Le reactif est prepare juste avant son utilisation en melangeant 
l volume de solution 2 a 2 volumes de solution 1. 



Per Cent Saturation 
Final Concentration of Ammonium Sulfate 

10 15 20 25 30 '33 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 

~ -
0 56 84 114 144 176 19G Z09 243 277 313 351 390 430 472 516 661 610 662 713 767 

10 28 57 88 , 18 1:!7 150 183 2UI 251 288 328 388 406 449 494 640 692 840 694 
z 
0 ., ~· '!;; et: !!: 

16 28 57 88 107 do 153 HIS 220 256 294 333 373 415 459 506 556 605 657 

20 29 59 78 91 123 155 189 225 262 300 340 382 424 471 520 569 619 

c Ji 25 30 49 61 93 125 158 193 230 267 307 348 390 436 485 533 583 
w E 
~ j 

c'c 1.1.. 
oo .....J ·.c e ::::> ee V') 

I .a< (V') 
~~~ ... 1.0 U)o ,... 

~ .. c I 
CO cc 41,_ 0.. U1ij 

z ~~ 0 o.a ....... 
u I- c cc 0 I- (J ....... 

30 19 30 62 94 127 162 198 235 273 314 356 401 449 496 546 

33 12 43 . 74 107 142 177 214 252 292 333 378 426 472 I s22 

35 31 63 94 129 164 200 238 278 319 364 411 457 506 

40 31 63 97 132 168 205 245 285 328 375 420 469 

45 32 65 99 134 171 210 250 293 339 3831431 
50 33 66 101 137 176 214 256 302 345 392 

55 AMMONIUM SULFATE TABLE 33 67 103 141 179 220 264 3o7 I 353 

60 34 69 105 143 183 227 269 1 314 

65 
This table indicates the correct amount of solid ammonium sulfate (at 

34 70 107 147 190 232 ! 275 
0.. ii - ·.;::; u 

:5 w 
~ 
0.. 

70 25"CJ to be added to one liter of solution to produce a desired change in 35 72 1t1 153 194 237 
the percent saturation of ammonium sutfate. Saturated ammonium 

75 su!late at :25°C is 4.1 M and requires 767 grams of salt per I iter. "Per- 36 74 115 155 198 

80 
cent saturation" in this table is percent vf 4.1M. The listed values were 
calculated from tables of percent sail, sr::ecific gravity and grams per 38 77 117 157 

.. liter at various concentrations. ; 

85 39 77 : 118 1 
> 
....... 

! 771 90 38 I 
I I 

95 I 39: -
272 W40J 

0 t) 
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V: ECHANTILLONS DE CARRAGHENANES ET AUTRES POLYOSIDES UTILISES 

V-1 Carraghenane iota 

- Eucheuma spinosum - echantillon #31210 (1975} 

origine: Haw"' 
prepare par le Or Santos (Universite d'Hawaf, U.S.A.) 
extraction alkaline 

- Eucheuma spinosum- echantillon #582407 (1977) 

fourni par Marine Colloids Inc. {Springfield, N.J., U.S.A.) 

- Eucheuma spinosum - echantillon #712503 (1978) 

fourni par Marine Colloids Inc. 

V-2 Carraghenane kappa 

Eucheuma cottonii - echantillon #482407 (1977) 

fourni par Mar·ine Colloids Inc. 

V-3 Autres carraghenanes 

- Ahnfeltia concinna - echantillon #26576 (1975) 

origine: Hawaf 
prepare par le Or Santos 
extraction alkaline 

- Ahnfeltiopsis gigartinoides (1979) 

or1g1ne: Puerto Escondido, Baie de Californie (Mexique) 
prepare par le Or Me Candless (Universite McMaster, Ontario, Canada) 
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- Furcellaria fastigiata - ~chantillon AP 641 (1977) 

furcellaran pr~par~ par LITEX Gelagar (Oanemark) 

- Chondrus crispus (1970) 

V-4 Agar 

carragh~nane lambda pr~par~ par Or YAPHE par fractionnement au 
chlorure de potassium 

- Bacto-Agar 

laboratoires DIFCO, Michigan, U.S.A. 

- Ahnfeltia plicata 

or1g1ne: Iles-de-la-Madeleine, Canada 
pr~par~ par A. Smith (D~partement biologie, Universit~ Me Gill) 
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VI: CULTURES BACTERIENNES #l ET #9. TRAVAIL 

PRELIMINAIRE DE CLASSIFICATION 

Etant donn~ les propri~t~s int~ressantes des souches #1 et #9, nous 
avons tent~ un d~but de classification. 

Nous ne reporterons ici que les r~sultats pr~liminaires. Bien qu'ils 
soient incomplets, nous avons pens~ qu'il serait int~ressant de les exposer. 

Nous avons effectu~ les tests oxidase, catalase, fermentation du 
glucose et coloration de Gram sur les deux souches. les deux bact~ries 
ont ~t~ ~galement photographi~es au microscope ~lectronique. Malheureu­
sement, le pourcentage G + C n'a ~t~ d~termin~ que sur la souche #9 par le 
Or Holder Franklin (Universit~ de Windsor, Ontario, Canada) que nous remer­
cions vivement. la souche #1 devrait ~tre analys~e dans l'avenir. 

VI-1 COLORATION DE GRAM, TESTS OXIDASE, CATALASE ET FERMENTATION DU GLUCOSE 

Tous ces tests ont ~t~ effectues suivant les methodes repertoriees 
par COWAN et STEEL (1965}. (Le test oxidase est celui de KOVACS - 1956). 
Nous avons teste deux milieux pour le test de fermentation du glucose, 
celui decrit par HUGH et LEIFSON (1953) dans lequel nous avons ajoute 
25 g/1 de chlorure de sodium et celui decrit par LEIFSON (1963) pour les 
bacteries d'origine oceanique. 

Les deux cultures bact~riennes #1 et #9 donnent une coloration de 
Gram negative et sont oxidase et catalase positives. 

Un probleme subsiste pour determiner si les souches fermentent le 
glucose ou non. les souches t~moins que nous avons utilis~es sont Pseudo­
monas aeruginosa (fermentation negative, oxidation positive), Escherichia 

Coli. (fermentation positive) et Pseudomonas atlantica - nouveau nom:· 
Alteromonas atlantica - (fermentation n~gative, oxidation positive) 
(LEE et coll. - 1977). 



0 Les deux premieres souches (Ps. aeruginosa et E. coli) ne sont pas 
d'origine oceanique; nous avons done utilise les m~mes milieux de culture 
sans chlorure de sodium. 

Ces deux contr6les nous ont donne les resultats attendus, alors 
qu'Alteromonas atlantica a montre une reaction tres legerement positive: 
la bacterie. pousse faiblement en milieu anaerobie. 

Les souches #1 et #9 ont donne le m~me resultat que celui obtenu 
avec Alteromonas atlantica. 

Certaines personnes travaillant avec des bacteries d'origine ocea­
nique ont admis que ce test etait difficile a realiser: la faible crois­
sance des bacteries peut ~tre due, non a la fermentation du glucose mais 
~ l'utilisation d'autres composes presents dans le milieu. l'etude est 
done a poursuivre. 

VI-2 PRESENCE DE FLAGELLES: OBSERVATION AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 

Les figures 53 et 54 sont les photographies des bacteries #l et #9 
agrandies au microscope electronique. Elles ont ete prises par M. GOMERSALL 
(Universite Me Gill). Les bacteries sont fixees au glutaraldehyde. 

Nous observons que les deux cultures #l et #9 ont un flagelle polaire. 

VI-3 DETERMINATION DU POURCENTAGE G + C (GUANINE-CYTOSINE) DE LA CULTURE #9 

Le pourcentage G + C de la culture #9 a ete determine par la methode 
de mise au point par le Dr Holder Franklin et son equipe (CASHION et coll.-
1977). La valeur du taux G + C obtenue est de 48.5% (valeur moyenne de 
deux experiences: 47.1% et 49.9%). 



F\guv-es 53 et 5 ~ - Obser-vatiov-. au m\cV'oscope 

e\ec.tYonique des cu\tuV"eS bac.teyaennes §1 et f<=J. 
Agv-and\ssement: x \5,ooo. 
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En conclusion, cette valeur du pourcentage G + C (48.5%) laisse pen­
ser que la souche #9 qui avait ~t~ appel~e Pseudomonas carrageenovora 
par le Dr Yaphe et son ~quipe (WEIGL et coll. - 1966) serait plut6t un 
Alteromonas (G + C = 43.2% a 48%) qu'un Pseudomonas (G + C = 57.8% a 64.7%). 
Nous ne pouvons nous prononcer sur l'identite probable de la culture #1~ 
~tant donne que le pourcentage G + C n'a pas ete determine. 

/ 



-170-

H/ - BIBLIOGRAPHIE 

Anderson, N.S., Campbell, J.W., Harding, M.M., Rees, D.A. and Samuel, J.M.B •• 
1969. "X-Ray diffraction studies of polysaccharide sulfates. Double helix 
models forK and i-carrageenans". J. Mol. Biol., 45: 85-89. 

Anderson, N.S., Dolan, T.C.S., Penman, Aq Rees, D.A., t~ueller, G.P., 
Stancioff, O.J. and Stanley, N.F. 1968-a. "Carrageenans. Part IV. Varia­
tions in the structure and gel properties of K-carrageenan, and the charac­
terization of sulphate esters by infra-red spectroscopy". J. Chem. Soc. (C), 
602-606. 

Anderson, N.S., Dolan, T.C.S. and REES, D.A. 1968-b. "Carrageenans. Part III. 
Oxydative hydrolysis of methylated K-carrageenan and evidence for a masked 
repeating structure". J. Chem. Soc. (C), 596-601. 

Anderson, N.S., Dolan, T.C.S. and Rees, D.A. 1973. "Carrageenans. Part VII. 
Polysaccharides from Eucheuma spinosum and Eucheuma cottonii. The covalent 
structure of iota-carrageenan". J. Chem. Soc., Perkin 1, 2173-2176. 

Anderson, N.S. and REES, D.A. 1966. "The repeating structure of some poly­
saccharide sulfates from red seaweeds". Proc. 5th Int. Seaweed Symp. Ed. 
by E.G. Young and J.L. Mclachlan. Pergamon Press. London •. 243-249. 

Araki, C. and Arai, K. 1957. "Studies on the chemical constitution of agar­
agar-XX-Isolation of a tetrasaccharide by enzymatic hydrolysis of agar-agar". 
Bull. Chem. Soc. Japan, 29: 287-293. 

Arnott, S. Scott, W.E., Rees, D.A. and McNab, C.G.A. 1974. "i-carrageenan: 
Molecular structure and packing of polysaccharide double helices in oriented 
fibres of divalent cation salts". J. Mol. Biol. 90: 253-267. 

Atkins, E.D.T. and Parker, K.D. 1969. 11The helical structure of a B-D-l-3-
xylan". J. Polymer Sci., Polymer Symposia, Part C, 28: 69-81. 

Baumann, P., Baumann, L. and Mandel, M.l971. "Taxonomy of marine bacteria: 
the genus Beneckea 11

• J. Bacterial, 107: 268-294. 

Baumann, L., Baumann, P., Mandel, M. and Allen, R.D. 1972. "Taxonomy of 
aerobic marine Eubacteria". J. Bacterial, 110: 402-429. 

/'"" 

Bergey•s manual of determinative bacteriology, 8th edition. 1974. Ed. by 
R.E. Buchanan and N.E. Gibbons. The Williams and Wilkins Company. Baltimore. 

Bhattacharjee, S.S., Bellion, C. and Yaphe, W. 1977. "Enzymic studies on 
kappa and iota carrageenans". Abstract Am. Chem. Soc. Meeting, Chicago, 
Illinois. 

Bhattacharjee, S.S. and Yaphe, W. 1979. "Enzymic and N.M.R. Spectroscopic 
analysis of agar type polysaccharides". Marine algae in pharmaceutical 
sciences. Ed. by H.A. Hoppe, T. Levring, Y. Tanaka. Walter de Gruyter 
and eo., Berlin- New York. 



-171-

Bhattacharjee, S.S., Yaphe, W. and Hamer, G.K. 1978. Preliminary Communi­
cation. 1113C N.M.R. spectroscopic analysis of agar, K-carrageenan and 
i-carrageenan 11

• Carbohydr. Res., 60: Cl-C3. 

Bhattacharjee, S.S., Yaphe, W. and Hamer, G.K. 1979. "Study of agar and 
carraghenane by 13C Nuclear. magnetic resonance spectroscopy". Proc. 9th 
Int. Seaweed Symp. Ed. by A. Jensen and J.R. Stein. Pub. by Science Press. 
379-385. 

Black, W.A.P., B1ackmore, W.R., Colquhuon, J.A. and Dewar, E.T. 1965. "The 
evaluation of some red marine algae as a source of carrageenan and of its K 
and A. components". J. Sci. Fd. Agri c., }.§_: 573-585. 

Bold, H.C. and Wynne, M.J. 1978. 11 lntroduction to the algae - Structure and 
reproduction". Prentice-hall biological sciences series. Ed. by W.D. 
t1cElroy and C.P. Swanson, Prentice-Ha1l Inc., Englewoo.d Cliffs, N.J. 07632. 

Brisou, J. 1955. 11Microbiologie du milieu mar-in 11
• Collection de l'institut 

Pasteur. Editions M~dicales. Flammarion. Paris. 

Bryce, T .A., McKinnon, A.A., Morris, E.R., Rees, D.A. and Thorn, D. 1974. 
"Chain conformations in the sol-gel transitions for polysaccharide systems, 
and their characterization by spectroscopic methods 11

• Faraday Discussions 
of the Chem. Soc., 57: 221-229. 

Cashion, P., Holder-Franklin, M.A., McCully, J. and Franklin, M. 1977. 
"A rapid method for the base ratio determination of bacterial DNA'~. Anal. 
Biochem., §l: 461-466. 

Cerezo, A.S. 1967. "The carrageenan system of Gigartina skottsbergii S. 
et G.- Part I- Studies on a fraction of K-carrageenan". J. Chem. Soc. (C), 
992-997. 

Corpe, W.A. and Winters, H. 1972. "Hydrolytic enzymes of some periphytic 
marine bacteria". Can. J. Microbiol., 18: 1483-1489. 

Cowan, S.T. and Steel, K.J. 1965. "Manual for the identification of medical 
bacteria 11

• Cambridge University Press. 

Craigie, J.S. and Wong, K.F. 1979. "Carrageenan-biosynthesis". Proc. Int. 
9th. Seav;eed Symp., 369-377. 

Dawes, C.J., Stanley, N.F. and Stancioff, D.J. 1977. 11Seasonal and repro­
ductive aspects of plant chemistry and i-carrageenan from Floridian Eucheuma 
(Rhodophyta-Gigartinales). Bot. Mar., xx: 137-147. 

Day, O.F. and Yaphe, W. 1975. "Enzymatic hydrolysis of agar: purification 
and characterization of neoagarobiose hydrolase and p. nitrophenyl-a-galac­
toside hydrolase". Can. J. Microbial.:. .f}_: 1512-1518. 

Dea, I.C.M., McKinnon, A.A. and Rees, D.A. 1972. 11Tertiary and quaternary 
structure in aqueous polysaccharide systems which model cell wall cohesion: 
Reversible changes in conformation and association of agarose, carrageenan 
and galactomannans 11

• J. Mol. Biol., 68: 153-172. 



c 

-172-

Dea, I.C.M. and Morrison, A. 1975. "Chemistry and interactions of seed 
galactomannans". Adv. Carbohydr. Chem. Biochem., 31: 241-312. 

Decad, G.M. and Nikaido, H. 1976. "Outer membrane of Gram negative bacteria. 
XII. Molecular sieving function of cellwall". J. Bact., 128: 325-336. · 

Dininno, V.L. and McCandless, E.L. 1979. "Immunochemistry of kappa':"type 
carrageenans from certain red algae". Carbohyd. Res., 72: 157-163. 

Oolan,. T.C.S. and Rees, D.A. 1965. "The. carrageenans. Part II: the positfons 
of the glycosidic linkages and sulphate esters in )~.-carrageenan 11 • J. Chem. 
Soc., pt 3, 3534-3539. 

Dubois, M., Gilles, K.A., Hamilton, J.K., Rebers, P.A. and Smith, F. 1956. 
"Calorimetric method for determination of sugars and related substances". 
Anal. Chem., 28: 350-356. 

Oygert, S. Li, L.H., Florida, D. and Th.oma, J.A. 1965. "Determination of 
reducing sugar with improved precision". Anal. Biochem., Jl.: 367-374. 

Gordon, E.M. and McCandless, E.L. 1973. "Ultrastructure and histochemistry 
of Chondrus crispus stackhouse". Proc. Nova Scot. Inst. Sci., 27 supp.: 
111-119. 

Gordon-Mills, E.M. and McCandless, E.L. 1975. "Carrageenans in the cell 
walls of Chondrus crispus Stack. {Rhodophyceae-Gigartinales)-I-Localiza­
tion with fluorescent antibody 11

• Phyc., li: 275-281. 

Gran, H.H. 1902. 11Studien ~ber Meeresbakterien-II-ilber die Hydrolyse des 
Agar-Agars durch ein neves Enzym, die Gelase 11

• Bergens Museums Aarborg, 
2: 1-16. 

Groleau, D. and Yaphe, W. 1977. "Enzymatic hydrolysis of agar purification 
and characterization of a B-neoagarotetraose hydrolase from Pseudon1onas 
atlantica". Can. J. Microbiol., 23: 672-679. 

Hamer, G.K., Bhattacharjee, S.S. and Yaphe, W. 1977. 11Ana1ysis of the 
enzyn,ic hydrolysis products of agarose by 13C N.M.R. spectroscopy". Car­
bohyd. Res., 54: C7-Cl0. 

Hancock, R.E.W. and Nikaido, H. 1978. "Outer membranes of Gram negative 
bacteria. XIX. Isolation from Pseudomonas aeruginosa PAOl and use in re­
constitution and definition of the permeability barrier". J. Bact., 136: 
381-390. -

Hartmann, R., Bock-Hennig, S.B. and Scharz, U. 1974. "Murein hydrolases in 
the envelopes of Escherichia coli 11

• Eur. J. Biochem., !!_: 203-208. 

Hirase, S. and Watanabe, K. 1972. "The structure of K-carrageenan from 
Gigartina stellata 11

• Bull. Chem. Soc. Japan, 45: 1839-1843. 



-173-

Hosford~ S.P.C. and McCandless, E.L. 1975. "Immunochemistry of carrageenans 
from gametophytes and sporophytes of certain red algae". Can. J. Bot., 53: 
2835-2841. 

Hugh, R. and Leifson, E. 1953. "The taxonomic significance of fermentative 
versus oxidative metabolism of carbohydrates by various Gram negative bac­
teria". J. Bact., ·66: 24. 

Humm, H.J. 1946. "Marine agar digesting bacteria of the South Atlantic 
coast". Duke Univ. Mar. Sta. Bull., 1: 43-45. 

Ingram, L.O. 1973. "Occurence of cell lytic enzymes in blue-green bacteria". 
J. Bacterial, 116: 832-835. 

Ishimatsu, K., Kibesaki, Y. and Maitani, S. 1954. "Agar liquefying bacteria. 
XIV. Properties of reducing sugars formed from agar by agarase 11

• Science 
and Industry (Japan), 28: 100-103. 

Johnston, K.H. 1973. "Studies on the activity of carrageenases from Pseudo­
monas carrageenovora 11

• Ph. D. Thesis. McMaster University. Hamilton. 
Ontario. 

Johnston, K.H. and McCandless, E.L. 1973. 11Enzymic hydrolysis of the potas­
sium chloride soluble fraction of carrageenan: properties of "~-carrageenases" 
from Pseudomonas carrageenovora 11

• Can. J. Microbial., ~: 779-788. 

Koviics, N. 1956. "Identification of Pseudomonas pyocyanea by the oxidase 
reaction 11

• Nature, Lond., 178: 703. 

Lawson, C.J. and Rees, D.A. 1970. "An enzyme for the metabolic control of 
polysaccharide conformation and function". Nat., 227: 392-393. 

Lawson, C.J.~ Rees, D.A., Stancioff, D.J. and Stanley, N.F. 1973. "Carra­
geenans. Part VIII. Repeating structures of galactan sulphates from Furcel­
laria fastiqiata, Gigartina canaliculata, Gigartina chamissoi, Gigartina 
atropurpurea, Ahnfeltia durvillaei, Gymnogongrus furcellatus, Eucheuma 
cottonii, Eucheuma spinosum, Eucheuma isiforme, Eucheuma uncinatum, Aghar­
dhiella tenera, Pachymenia hymantophora, and Gloiopeltis Cervicornis". 
J. Chem. Soc., Perkin 1, 2177-2182. 

Lee, J.V., Gibson, D.M. and Shewan, J.M. 1977. "A numerical taxonomy study 
of some Pseudomonas like marine bacteria 11

• J. Gen. Microbial., 98: 439-451. 

Leifson, E. 1963. 11 Determination of carbohydrate metabolism of marine 
bacteria 11

• J. Bacterial., 85: 1183-1184. 

Lei fson and Man de 1 , M. 1969. 11Moti 1 e marine bacteria. I I. DNA base compo­
sition~~. !nt. J. Syst. Bacterial., 12.= 127-137. 

McCandless, E.L. 1978. 11The importance of cell wall constituents in algal 
taxonomy ... Systematic Association Special Volume no 10. "Modern approaches 
to the taxonomy of red and brown algae 11

• Ed. by D.E.G. )rvine and J .H. Price. 
Acad. Press. 63-85. 



-174-

McCand1ess, E.L., Craigie, J.S. and Wa1ter, J.A. 1973. "Carrageenans in 
the gametophytic and sporophytic stages of Chondrus_crispus". P1anta 
(Ber1.), 112: 201-212. 

McKinnon, A.A., Rees, O.A. and Williamson, F.B. 1969 •. 11Coi1 to double 
helix transition for a polysaccharide". J. Chem. Soc., {0), Chem. commun., 
701-702. 

Mclean, M.W. and Williamson, F.B. 1979. "K-carrageenase from Pseudomonas 
carrageenovora". Eur. J. Biochem., 93: 553-558. 

Neish, A.C., Shacklock, P.F., Fox, C.H. and Simpson, F~J. 1977. "The culti­
vation of Chondrus crispus. Factors affecting growth under greenhouse 
conditions". Can. J. Bot., 55: 2263-2271. 

O'Neil, A.N. 1955. "3-6-Anhydro galactose as a constituent of K-carrageenan". 
J. Am. Chem. Soc., ZI: 2837-2839, 6324-6326. 

Painter, T.J. 1960. 11The polysaccharides of Furcellaria fastigiata-1-Isola­
tion and partial mercaptolysis of a gel fraction 11

• Can. J. Chem., 38: 112-118. 

Painter, T.J. 1966. 11The location of the sulphate half-ester qroups in 
Furcellaran and K-carrageenan 11

• Proc. 5th Intl. Seaweed Symp. Ed.:·by 
E.G. Young and J.L. Mclachlan. Pergamon Press. London. 305-315. 

Pataki, G. 1968. "Techniques of thin layer chromatography in amino acid and 
peptide chemitry". Revised ed. Ann Arbor Science publishers Inc. Michigan. 
p. 49. 

Penman, A. and Rees, 0. 1973-a. 11 Carrageenans. Part IX. Methylation analysis 
of galactan sulphates from Furcellaria fastigiata, Gi gartina canal iculata, 
Gigartina chamissoi, Gigartina atropurpurea, Ahnfeltia durvillaei, GYffino­
gongrus furcellatus, Eucheuma isiforme, Eucheuma uncinatum, Aghardhiella te­
nera, Pachymenia hymantophora, and Gloiopeltis ~ervicornis. Structure of 
e:-carrageenal1 11

• J. Chem. Soc., Perkin 1, 2182.-2187. 

Penman, A. and Rees, O.A. 1973-b. "Carrageenans. Part X. Synthesis of 3-6-
di-0-methyl-0-galactose, a new sugar from the methylarion analysis of po1y­
saccharides related to E;, carrageenan". J. Chem. Soc., Perkin 1, 2188-2191. 

Penman, A. and Rees, O.A. 1973-c. "Carrageenans. Part XI. Mild oxidative 
hydrolysis of K and i-carrageenans and the characterisation ·of oligosaccha­
ride sulphates". J. Chem. Soc., Perkin 1, 2191-2196. 

Pernas, A.J., Smidrr6d, 0., Larsen, B. and Haug~ A. 1967. 11Chemi·cal hetero­
geneity of carrageenans as shown by fractional precipitation with potassium 
chloride ... Acta Chem. Scand., ~: 98-110. 

Pfister, R.M. and Burkholder, P.R. 1965. "Numerical taxonomy of some bacteria 
isolated from antartic and tropical sea-waters". J. Bacterial.~ 90: 863-872. 

Rees, O.A. 1962. "Some properties of the cell wall mucilage of marine algae". 
Brit. Phycol. Bull., 2: 180-181. 



c 

-175-

Rees, D.A. 1969. "Polysaccharide gels and networks. Carrageenans and other 
natural sulphates". Adv. Carbohydr. Chem. Biochem., 24: 267. 

Rees, D.A. and Conway, E. 1962. "The structure and biosynthesis of porphyran: 
a comparison of some samples 11

• · Biochem. J., 84: 411-416. 

Rees, D.A., Steele, I.W. and Williamson, F.B. 1969. "Confonmational analysis 
of po1ysaccharides. Ill. The relation between stereochemistry and properties· 
of some natural polysaccharide sulphates". J. Polymer. Sci., Part C, no 28, 
261-276. . 

Santos, G.A. and Doty, M.S. 1975. "I.R. Studies on carrageenan of Ahnfeltia 
concinna, a marine red alga". J. Pharm. Sci., 64: 1704-1706. 

~hashkov, A.S., Usov, A.I. and Varotskii, S.V. 1978. "Polysaccharides ~f 
algae. XXIV. The application of 13C N.M.R. spectroscopy to the analysis of 
the structures of polysaccharides of the agar groups". Bioorg. Khim., 4: 
74-81. -

Smith, D.B. and Cook. W.H. 1953. "Fractionation of carrageenin". Arch. 
Biochem. Biophys., 45: 232-233. 

Somogyi, M. 1952. "Notes on sugar determination". J. Biol. Chem. 195: 19-23. 

Standoff, D.J. 1965. "Selective extraction of hydrocolloid fractions from 
sea plants". U.S.P. l= 176,003. 

Stancioff, D.J. and Stanley, N.F. 1969. "Infrared and chemical studies on 
algal polysaccharides". Proc. 5th Intl. Seaweed Symposium, Santiago de 
Compostela. Ed. by R. Margalef. 595-609. 

Sto1off, L. and Silva, P. 1957. 11An attempt to determine possible taxonomic 
significance of the properties of water extractable polysaccharides in red 
algae". Econ. Botany, }l: 327-330. 

Usov, A.I., Yarotskii, S.V., Shashkov, A.S. and Tishenko, V.P. 1978-a. 
"Polysaccharides of algae. XXII. Polysaccharide composition of Rhodymenia 
stenegona PEREST, and the application of 13C N.M.R. spectroscopy to the 
determination of xylan structures". Bioorg. Khim.,. 4: 57-65. 

Usov, A.I., Yarotskii, S.V. and Esteves, M.L. 1978-b. "Polysaccharides of 
algae. XXII I. Po lysacchari des of the red a 1 ga Bangia fuscopurpurea". 
Bioorg. Khim. !: 66-73. 

Weigl, J., Turvey, J.R. and Yaphe, W. 1966-a. "The enzymic hydrolysis of 
kappa-carrageenan with K-tarrageenase from Pseudomonas carrageenovora". 
Proc. sth Intl. Seaweed Symp. Ed. by E.G. Young and J.L. Mclachalan. 
Pergamon Press, 329-332. 

Weigl, J. and Yaphe, W. 1966-b. 11The enzymic hydrolysis of carrageenan 
by Pseudomonas carrageenovora: purification of a K-carrageenase 11

• Can. J. 
Microbial., l£: 939-947. 



0 

c 

-176-

Weigl, J. and Yaphe, W. 1966-c. "Glycosulfatase of Pseudomonas carrageeno­
vora: desulfatation of disaccharide from K-carrageenan". Can. J. Microbiol., 
}_£: 874' 876. 

Yaphe, W. 1957. "The use of agarase from Pseudomonas atlantica in the iden­
tification of agar in marine algae (Rhodophyceae) ''. Can. J. Microbiol., 
3: 987-993. 

Yaphe, W. 1959. "The determination of K-carrageenin as a factor· in the 
classification of the Rhodophyceae". Can. J. Botany, 37: 751-757. 

Yaphe, W. 1966. "The purification and properties of an agarase from a 
ma.rine bacterium Pseudomonas atlantica". Proc. 5th Int1. Seaweed Symp. 
Ed. by. E.G. Young and J.L. Mclachlan. Pergamon Press, 333. 

Yaphe, W. and Baxter, B. 1955. "The enzymic hydrolysis of carrageenin". 
Appl. Microbiol., ~: 380-383. 

Yarotskii, S.V., Shashkov, .A.S. and Usov, A.I. 1977. "Analysis of 13C N.M.R. 
spectra of some red seaweed galactans". Soviet J. Bioorg. Chem., 3: 1135-1137. 

Young, K., Hong, K.C., Duckworth, M. and Yaphe, W. 1972. "Enzymic hydrolysis 
of agar and properties of bacterial agarases". Proc. 7th Intl. Seaweed Symp., 
469-472. 


