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A B S T R A C T
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t h e  s t e m s  a n d  f o r  t h e  f r o n d s  o f  t h i s  s e a w e e d .  I n  t h e  i n i t i a l  

s t u d i e s  s e q u e n t i a l  e x t r a c t i o n  w i t h  w a t e r ,  a c i d  a n d  a l k a l i  a n d  a  
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e x t r a c t  f a i l e d  t o  r e v e a l  a n y  l a m i n a r a n ,  a  t y p i c a l  ( l  — ^  3) - P - l i n k e d  

g l u c a n  of  b r o w n  s e a w e e d s .

E a c h  of  t h e  " f u c a n "  c o n t a i n e d  v a r y i n g  p r o p o r t i o n s  o f  f u c o s e

( m a j o r ) ,  g a l a c t o s e ,  m a n n o s e ,  x y l o s e ,  g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  h a l f

e s t e r  s u l p h a t e .  V a r y i n g  p r o p o r t i o n s  of  p r o t e i n  w e r e  p r e s e n t  i n

a l l  t h e  e x t r a c t s .  M o l e c u l a r  w e i g h t s  d e t e r m i n a t i o n s  r e v e a l e d

p o l y d i s p e r s i t y  w i t h  h i g h  p r o p o r t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e s  e q u a l  t o  o r

l a r g e r  t h a n  M  of  6 . 7 x  10^.  
w

T h e  o n l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  s t e m s  a n d  f r o n d s  

w a s  t h e  h i g h e r  p r o p o r t i o n  o f  g l u c u r o n i c  a c i d  i n  t h e  f o r m e r .

I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  a l g i n i c  a c i d s  r e v e a l e d  t h a t  t h e y

c o n s i s t e d  o f  m a n n u r o n i c  to  g u l u r o n i c  a c i d  i n  t h e  r a t i o  of  0. 54.
13

V i s c o s i t y  a n d  C n . m .  r .  m e a s u r e m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t .

L a r g e  s c a l e  p a r t i a l  a c i d  h y d r o l y s i s  o f  w a t e r  s o l u b l e  

" f u c a n "  f r o m  a  m i x t u r e  of  s t e m s  a n d  f r o n d s  l e d  to  t h e  s e p a r a t i o n



of  n e u t r a l  a n d  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s ,  a n  i n s o l u b l e  a n d  a  s o l u b l e  

p o l y m e r .

T h e  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s  w h i c h  c o n t a i n e d  o n l y  g a l a c t o s e  

w e r e  s e p a r a t e d  i n t o  s i x  e n t i t i e s  a n d  c h a r a c t e r i s e d  b y  m é t h y l a t i o n  

a n d  t h e  a n o m e r i c  l i n k a g e  d e t e r m i n e d  f o r  tw o  of  t h e m  b y  e n z y m i c  

a n d  n . m .  r .  s t u d i e s .

T h e  e i g h t  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  p r o v e d  t o  b e  v e r y  

c o m p l e x  m i x t u r e s . H o w e v e r ,  t w o  w e r e  c h a r a c t e r i s e d  a s  

3 - 0 - ( P - g l u c o p y r a n o s y l u r o n i c  a c i d ) - L - f u c o s e  a n d  

3 - _ 0 - ( P - g l u c o p y r a n o s y l u r o n i c  a c i d ) - D - g l u c u r o n i c  a c i d .

T h e  i n s o l u b l e  r e s i d u e ,  10% of  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l  w a s

m a i n l y  i n o r g a n i c  a n d  p r o t e i n .

T h e  s o l u b l e  p o l y m e r i c  m a t e r i a l ,  2 0 % of  t h e  i n i t i a l

m a t e r i a l  ( c o n t a i n e d  80% c a r b o h y d r a t e )  w a s  s h o w n  b y  h y d r o l y s i s ,
13

m o l e c u l a r  w e i g h t  d e t e r m i n a t i o n  a n d  C n . m . r .  t o  c o n s i s t  of  

a p p r o x i m a t e l y  44 a l t e r n a t i n g  u n i t s  o f  g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  m a n n o s e .
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C H A P T E R  I 

G E N E R A L  I N T R O D U C T I O N

1 . 1 . T h e  t e r m  " a l g a e "  e m b r a c e s  a n  a s s e m b l a g e  of  o r g a n i s m s

w h i c h  e x h i b i t  g r e a t  d i v e r s i t y  of  s t r u c t u r e ,  r e p r o d u c t i o n  a n d

m e t a b o l i s m .  A l g a e  i n c l u d e  a l l  o x y g e n -  e v o l v i n g  p h o t o  s y n t h e t i c

o r g a n i s m s  e x c e p t  B r y o p h y t e s  ( m o s s e s  a n d  l i v e r w o r t s )  a n d

v a s c u l a r  p l a n t s .  M a n y  c o l o u r l e s s  o r g a n i s m s  a r e  a l s o

r e f e r a b l e  t o  t h e  a l g a e  o n  t h e  b a s i s  of  t h e i r  s i m i l a r i t y  t o

p h o t o  s y n t h e t i c  f o r m s  w i t h  r e s p e c t  t o  s t r u c t u r e ,  l i f e  h i s t o r y ,

a n d  t h e  n a t u r e  o f  c e l l  w a l l  a n d  s t o r a g e  p r o d u c t s .  ^

A s  f a r  a s  w e  k n o w ,  l i f e  b e g a n  i n  t h e  o c e a n s  a n d  t h e

a l g a e  a r e  c e r t a i n l y  a m o n g  t h e  w o r l d ' s  o l d e s t  k n o w n  l i v i n g
9 2

o r g a n i s m s ,  f o s s i l  r e c o r d s  d a t i n g  b a c k  a b o u t  3 x 1 0  y e a r s  . 

T h e  e v o l u t i o n  of  a l g a e  h a s  b e e n  v e r y  s l o w  c o m p a r e d  t o  t h a t  

o f  t e r r e s t i a l  p l a n t s .  F o s s i l  e v i d e n c e  i n d i c a t e s  t h a t  m a n y  of  

t h e m  h a v e  c h a n g e d  v e r y  l i t t l e  i n  h u n d r e d s  of  m i l l i o n s  o f  

y e a r s .  ^ ^ A s  n e w  f o s s i l  e v i d e n c e  c o m e s  c o n t i n u a l l y  t o  l i g h t ,  

i d e a s  a b o u t  t h e  p h y l o g e n e s i s  of  a l g a e  a r e  c o n s t a n t l y  b e i n g  

r e v i s e d  a n d  t h e r e  a r e  i n e v i t a b l y  d i s a g r e e m e n t s  b e t w e e n  

d i f f e r e n t  a u t h o r i t i e s .  T h e r e  i s  u n a n i m o u s  a g r e e m e n t  t h a t  

t h e  B l u e - g r e e n  a l g a e  ( C y a n o p h y t a )  a r e  b y  f a r  t h e  o l d e s t  a n d  

r e a s o n a b l e  e v i d e n c e  t h a t  t h e  R e d  a l g a e ( R h o d o p h y t a  a p p e a r e d  

n e x t ,  t h e n  t h e  G r e e n  a lg a e  ( C h l o r o p h y t a )  a n d  t h e  B r o w n  a lg a e  

( P h a e o p h y t a )  l a s t .

M o r p h o l o g i c a l l y  t h e y  a r e  v e r y  p r i m i t i v e  a n d  t h e
6

B l u e - g r e e n s  e v e n  l a c k  a  n u c l e u s  a n d  o t h e r  c e l l  o r g a n e l l e s .
7

A l g a e  h a v e  a  g r e a t  d i v e r s i t y  of  f o r m  r a n g i n g  f r o m  u n i c e l l u l a r

o r g a n i s m s  to  t h e  g i a n t  b r o w n  s e a w e e d  M a c r o c y s t i s  p y r i f e r a

w h i c h  m a y  a t t a i n  up  t o  s i x t y  m e t r e s  i n  l e n g t h  a n d  L e s s o n i a

f l a v i c a n s  a n d  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  w h i c h  g r o w  l i k e  t r e e s  t o
8

t h e  s i z e  of  f o u r  m e t r e s  t a l l  .

A l t h o u g h  a l g a e  m a y  o c c u r  i n  d i f f e r e n t  h a b i t a t s ,  i n  f r e s h
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w a t e r ,  i n  t h e  s o i l ,  i n  m o s t  p l a c e s  s u c h  a s  r o c k s ,  c l i f f s ,  

w a l l s  a n d  t r e e s ,  t h e y  o c c u r  m a i n l y  i n  s a l t  w a t e r .  B e i n g

e s s e n t i a l l y  p h o t o  s y n t h e t i c  o r g a n i s m s  t h e y  g r o w  o n l y  i n

p a r t s  of  t h e  s e a  w h e r e  l i g h t  i s  a v a i l a b l e .  T h e  f r e e - f l o a t i n g

t y p e s ,  m o s t  of  t h e m  u n i c e l l u l a r  c a n  b e  f o u n d  i n  t h e  u p p e r

l a y e r s  of  a l l  t h e  s e a s  but m o s t  of  t h e  l a r g e r  s p e c i e s  a r e

a t t a c h e d  to  r o c k s  a n d  a r e ,  t h e r e f o r e  f o u n d  o n l y  i n  t h e

c o n t i n e n t a l  s h e l f  a r e a s ,  m o r e  p a r t i c u l a r l y  i n  t h o s e  p a r t s

w h e r e  t h e  s e a  b o t t o m  i s  s u f f i c i e n t l y  s t a b l e  t o  p r o v i d e  a  f i r m  
7

a n c h o r a g e .  S i n c e  i n t e r t i d a l  a l g a e  a r e  p e r i o d i c a l l y  e x p o s e d  

a t  l o w  t i d e ,  t h e y  m u s t  b e  a b l e  t o  w i t h s t a n d  d e s i c c a t i o n  a n d  

m u s t  p o s s e s s  a  w i d e  o s m o t i c  t o l e r a n c e  o f  d i l u t i o n  o f  t h e  

s u r r o u n d i n g  m e d i u m  b y  r a i n  a n d  o f  i n c r e a s e d  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  

r e s u l t i n g  f r o m  e v a p o r a t i o n .  T h e y  m u s t  t o l e r a t e  d i u r n a l  a n d  

s e a s o n a l  c h a n g e s  of  a i r  t e m p e r a t u r e  m o r e  e x t r e m e  t h a n  t h o s e  

of  t h e  s u b l i t t o r a l  h a b i t a t  a n d  c o n s i d e r a b l y  h i g h e r  l i g h t  

i n t e n s i t i e s .  I n  a d d i t i o n  t h e y  m u s t  w i t h s t a n d  t h e  m e c h a n i c a l  

s t r e s s e s  b y  t h e  f o r c e  of  t h e  w a v e s  a n d  i n  n o r t h e r n  l a t i t u d e s  

t h e  d e n u d i n g  e f f e c t s  of  i c e  i n  w i n t e r .  L i t t o r a l  z o n a t i o n  i s  

a f f e c t e d  b y  a l l  o f  t h e s e  f a c t o r s ,  w h e r e a s  a s  a  r u l e  i n  t h e  

s u b l i t t o r a l  z o n e  o n l y  l i g h t  i s  of  m a j o r  i m p o r t a n c e  a s  a n  

e c o l o g i c a l  f a c t o r ,  a p a r t  f r o m  l i m i t a t i o n s  i m p o s e d  b y  v a r i o u s  

s u b s t r a t e s .

I n  g e n e r a l  i t  i s  f o u n d  t h a t  s u b l i t t o r a l  a l g a e  a r e  l e s s  

t o l e r a n t  of  e x t r e m e  c o n d i t i o n s  t h a n  a r e  t h e  s e a w e e d s  o f  t h e  

s h o r e  a n d  t h a t  t o l e r a n c e  l i m i t s  of  t h e  v a r i o u s  s p e c i e s  a r e  

w i d e r  a s  o n e  a s c e n d s  t h r o u g h  t h e  l i t t o r a l  z o n e s  t o w a r d s  d r y  

l a n d .  ^

D u r i n g  lo w  t i d e ,  a l g a e  of  t h e  t i d a l  z o n e  a r e  e x p o s e d  

t o  f u l l  s u n l i g h t ,  w h i l e  t h o s e  of  t h e  s u b  l i t t o r a l  z o n e  r e c e i v e  

a  l i g h t  i n t e n s i t y  t h a t  d e c r e a s e s  w i t h  d e p t h  a n d  t u r b i d i t y  of  

t h e  w a t e r .  With i n c r e a s i n g  d e p t h  t h e  l i g h t  a l t e r s  n o t  o n l y  i n  

i n t e n s i t y  b u t  a l s o  i n  q u a l i t y .  T h e  w a t e r  a c t s  a s  a  l i g h t  f i l t e r .
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r e d  l i g h t  b e i n g  c o m p l e t e l y  a b s o r b e d  i n  t h e  u p p e r  l a y e r s ,  

s o  t h a t  i n  t h e  d e p t h  a  b l u e - g r e e n  t w i l i g h t  p r e v a i l s .  On  

p h y s i c a l  g r o u n d s ,  t h e r e f o r e ,  r e d  a l g a e  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  

b e  t h e  m o s t  s u i t e d  t o  d e e p e r  w a t e r  s i n c e  t h e  p r e v a l e n t  l i g h t  

c o n s i s t s  e s s e n t i a l l y  o f  t h e  w a v e l e n g t h s  m o s t  s t r o n g l y  

a b s o r b e d  b y  t h e  a l g a e  t h e m s e l v e s ,  w h e r e a s  G r e e n  a l g a e ,  

w h i c h  u t i l i z e  m a i n l y  t h e  l o n g e r  w a v e l e n g t h s  of  l i g h t  f o r  

p h o t o s y n t h e s i s ,  m u s t  b e  b e s t  s u i t e d  t o  t h e  u p p e r  s u b  l i t t o r a l  

a n d  t h e  l i t t o r a l  z o n e s .  A  c o m p a r i s o n  of  t h e  l i g h t  a b s o r p t i o n  

a n d  p h o t o  s y n t h e t i c  a c t i o n  s p e c t r a  of  s e a w e e d  t h a l l i  s h o w s  

c l e a r l y  t h a t  g r e e n  a l g a e  e f f e c t i v e l y  u t i l i z e  l i g h t  a b s o r b e d  

t h r o u g h o u t  v i r t u a l l y  t h e  e n t i r e  r e d  a b s o r p t i o n  b a n d  of c h l o r o 

p h y l l  w h e r e a s  r e d  a l g a e  e x h i b i t  t h e i r  h i g h e s t  p h o t o  s y n t h e t i c  

r a t e s  i n  t h e  s p e c t r a l  r e g i o n s  a b s o r b e d  b y  t h e  p h y c o b i l i n s ,  

p h y c o e r y t h r i n  a n d  p h y c o c y a n i n s l ^

T h e r e  i s  a  t e n d e n c y  o f  t h e  m a r i n e  l i t t o r a l  f l o r a  t o

e x h i b i t  a  d e s c e n d i n g  s e q u e n c e  o f  p r e d o m i n a n t l y  g r e e n ,  b r o w n

a n d  r e d  a l g a e  i n d i c a t i n g  a  c o r r e l a t i o n  w i t h  t h e  q u a l i t y  o f  t h e

a m b i e n t  l i g h t .  T h u s  i n  d e e p e r  w a t e r  w h e r e  b l u e  a n d  v i o l e t

l i g h t  p r e v a i l s  t h e  r e d  p i g m e n t s  of  t h e  R h o d o p h y t a  a p p e a r

a d a p t e d  f o r  i t s  e f f i c i e n t  a b s o r p t i o n .  E x c e p t i o n s  a r e  n o t  r a r e ,

h o w e v e r ,  m a n y  r e d  a l g a e  g r o w  i n  t h e  t i d a l  r a n g e  w h i l e  m a n y

g r e e n  a l g a e  c a n  b e  f o u n d  s u r p r i s i n g l y  d e e p  i n  t h e  s u b - l i t t o r a l

z o n e .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  i t  h a s  b e e n  c o n s i d e r e d  t h a t  t h e

i n t e n s i t y  o f  l i g h t  i s  t h e  c h i e f  c o n t r o l l i n g  f a c t o r  i n  t h e  z o n a t i o n

of  t h e  a l g a e  a t  v a r i o u s  d e p t h s .  M a n y  w o r k e r s  d u r i n g  t h e

d e c a d e s  of  t h e  3 0 ' s  a n d  4 0 ' s  c o n f i r m e d  t h a t  b o t h  w a v e l e n g t h

a n d  i n t e n s i t y  of  l i g h t  a r e  i m p o r t a n t  f a c t o r s  o n  t h e  l i f e  o f  t h e  
9

a l g a e .

T a x o n o m y  i s  b a s e d  o n  t h e  d e g r e e  of  s i m i l a r i t y  o r  

d i s s i m i l a r i t y  a n d  r e l a t i o n s h i p s  a r e  p r o p o s e d  a n d  t e s t e d  i n  

a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  p r i n c i p l e  of  c o r r e l a t i o n  o f  m u l t i p l e  

f a c t o r s  o r  c h a r a c t e r s .  W h i l e  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s



a r e  u s u a l l y  t h o u g h t  to  b e  o f  p r i m a r y ,  a n d  c l a s s i c a l ,  

i m p o r t a n c e  i n  t a x o n o m y ,  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t w o  

b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r s ,  p i g m e n t a t i o n  a n d  f o o d  r e s e r v e s  

a r e  f u n d a m e n t a l  i n  s e g r e g a t i n g  t h i s  h e t e r o g e n e o u s  a r r a y  of  

a l g a e  i n t o  m a j o r  g r o u p s  o r  d i v i s i o n s .  T h e  c l a s s i f i c a t i o n  i n t o  

d i v i s i o n s  h a s  b e e n  a i d e d  b y  t h e  n a t u r e  o f  t h e  p i g m e n t s  p r e s e n t .

A l l  m a r i n e  a l g a e  c o n t a i n  c h l o r o p h y l l ,  b u t  t h e  c o l o u r  of  t h e  

c h l o r o p h y l l  i n  s o m e  d i v i s i o n s  i s  m a s k e d  b y  s t r o n g l y  c o l o u r e d  

p i g m e n t s .

N e a r l y  a l l  s p e c i e s  o f  t h e  R h o d o p h y t a  a r e  c o l o u r e d  b r i g h t  

r e d  b y  b i l i p r o t e i n s ,  p h y c o b i l i n s ,  t h e  P h a e o p h y t a  d e r i v e  t h e i r  

b r o w n  c o l o u r  f r o m  t h e  x a n t h o p h y l l ,  f u c o x a n t h i n  t h e  C y a n o p h y t a ' s  

p i g m e n t s  a r e  t h e  p h y c o c y a n i n  a n d  p h y c o e r y t h r i n ,  t h e  C h r y s o p h y t a  

h a v e  a  p r e d o m i n a n c e  of  c a r o t e n e s  a n d  x a n t h o p h y l l s  w h i c h  g i v e  

t h e m  t h e i r  c h a r a c t e r i s t i c  g o l d e n  c o l o u r ;  t h e  P y r r o p h y t a  a l s o  

o w e  t h e i r  c o l o u r ,  y e l l o w  b r o w n ,  t o  a  p r e d o m i n a n c e  of  c a r o t e n e s  

a n d  x a n t h o p h y l l s ;  t h e  E u g l e n o p h y t a  h a v e  s o m e  g r e e n  p i g m e n t s  

a s  c h l o r o p h y l l s  u n m a s k e d  b y  o t h e r  c o l o u r s .

1 . 2 . T h e  f o l l o w i n g  f o u r  d i v i s i o n s ;

R h o d o p h y t a  ( R e d  a l g a e ) ;  C h l o r o p h y t a  ( G r e e n  a l g a e ) ,  

P h a e o p h y t a  ( B r o w n  a l g a e )  a n d  C y a n o p h y t a  ( B l u e - g r e e n  a l g a e )  

a r e  w e l l  e s t a b l i s h e d  a n d  a l g a e  f r o m  t h e s e  d i v i s i o n s  a r e  t h e  

m o s t  e a s i l y  o b t a i n a b l e  a n d  m o s t  d i r e c t l y  i m p o r t a n t  e c o n o m i c a l l y  

a n d  i n c l u d e  t h e  g r e a t e r  n u m b e r  of  s p e c i e s  w h i c h  h a s  b e e n  

c h e m i c a l l y  s t u d i e d .

1 . 3 .  A l t o g e t h e r  a l g a e  r e p r e s e n t  a b o u t  25,  000  k n o w n  s p e c i e s  

b u t  t h e  p o l y s a c c h a r i d e s  o f  o n l y  a b o u t  o n e  h u n d r e d  of  t h e m  

h a v e  b e e n  s t u d i e d  s t r u c t u r a l l y .

In  t h e  v i e w  of  t h e  v e r y  p r i m i t i v e  m o r p h o l o g y  o f  a l g a e  

i t  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t h a t  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  p o l y s a c c h a r i d e s  

t h e y  e l a b o r a t e  c o u l d  a l s o  b e  s i m p l e ,  h o w e v e r  t h e  r e v e r s e  

s e e m s  t o  b e  t r u e .  M a n y  a l g a l  p o l y s a c c h a r i d e s  s u r p a s s  e v e n
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t h e  g u m  e x u d a t e s  o f  t e r r e s t i a l  p l a n t s  i n  a p p a r e n t  c o m p l e x i t y ,  

a l t h o u g h  r e c e n t  i n v e s t i g a t i o n  s p e c i a l l y  o n  a l g i n a t e s  a n d  

c a r r a g e e n a n s  a r e  m a k i n g  m o r e  c l e a r  t h a t  w h a t  i s  u n d e r s t o o d  

a s  " c o m p l e x i t y "  c o u l d  b e  b e t t e r  d e s c r i b e d  a s  " i r r e g u l a r i t y " .

M a n y  o f  t h e  p o l y s a c c h a r i d e s  of  t h e  a l g a e ,  a l t h o u g h  

d i f f e r e n t  i n  d e t a i l s ,  h a v e  t h e i r  c o u n t e r p a r t s  i n  l a n d  p l a n t s .  

T h i s  i s  t h e  c a s e  of  c e l l u l o s e  w h i c h  i s  f o u n d  i n  s m a l l  p r o p o r t i o n  

i n  m a n y  s p e c i e s  o f  t h e  m a j o r  d i v i s i o n s  m e n t i o n e d  a b o v e .

A l g a e  h a v e  a l s o  a s  c o n s t i t u e n t s  t h e  v a r i o u s  n e u t r a l  s u g a r s  

a n d  s u g a r  a c i d s  f o u n d  i n  l a n d  p l a n t s ,  b u t  a  c h a r a c t e r i s t i c  

f e a t u r e  of  s e a w e e d  p o l y s a c c h a r i d e s  i s  t h e  p r e s e n c e  o f  h a l f  

e s t e r  s u l p h a t e  g r o u p s  a t t a c h e d  t o  h y d r o x y l  g r o u p s  of th e  

s u g a r s .  T e r r e s t i a l  p l a n t s  a r e  d e v o i d  o f  t h e s e  g r o u p s ,  b u t  

t h e y  a r e  c o m m o n  t o  a n i m a l  p o l y s a c c h a r i d e s .

G l u c o s e ,  g a l a c t o s e  a n d  m a n n o s e ,  h e x o s e  s u g a r s ,  a r e  

p r e s e n t  i n  m a n y  o f  t h e  s e a w e e d  p o l y s a c c h a r i d e s  a n d  

a l t h o u g h  t h e y  h a v e  a n  i d e n t i c a l  c h e m i c a l  f o r m u l a  t h e i r  

c o n s t i t u e n t s  a t o m s  h a v e  d i f f e r e n t  a r r a n g e m e n t s .  T h i s  

t o g e t h e r  w i t h  t h e  w a y  t h e y  a r e  l i n k e d  p e r m i t s  t h e  e l a b o r a t i o n  

o f  a  l a r g e  n u m b e r  of  p o l y s a c c h a r i d e s  w i t h  d i f f e r e n t  s h a p e s  

a n d  t h e r e f o r e  w i t h  d i f f e r e n t  p r o p e r t i e s .  I n  a d d i t i o n  t h e  

p e n t o s e s ,  x y l o s e  a n d  a r a b i n o s e  a n d  t h e  d e o x y  h e x o s e s  

r h a m n o s e  a n d  f u c o s e  a l l o w  a  f u r t h e r  r a n g e  of s t r u c t u r e s .  

U r o n i c  a c i d s  g l u c u r o n i c ,  m a n n u r o n i c  a n d  g u l u r o n i c  a n d  t h e  

h a l f  e s t e r  g r o u p s  g i v e s  t h e  p o s s i b i l i t y  of  v a r i o u s  c o m b i n a t i o n s  

w i t h  m e t a l  i o n s ,  a s  w e l l  a s  d i f f e r e n t  c o n f o r m a t i o n s .

M a n y  d i f f e r e n t  p o l y s a c c h a r i d e s  a r e  f o u n d  a s  c o n s t i t u e n t s  

o f  t h e  c e l l  w a l l  a n d  s o m e  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  r e g i o n s  o f  a l g a e .  

S o m e  p o l y s a c c h a r i d e s  a r e  a l m o s t  c e r t a i n l y  f o o d  r e s e r v e .

C e l l  w a l l s  a r e  t h e  m a i n  c o m p o n e n t s  o f  p l a n t  t i s s u e s  a n d  t h e y  

a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e i r  m e c h a n i c a l  p r o p e r t i e s  a n d  m u s t  b e  

s u i t a b l e  f o r  w i t h s t a n d i n g  t h e  f o r c e s  t o  w h i c h  t h e y  a r e  

s u b j e c t e d .  E v e n  t h o u g h  m a c r o s c o p i c  a l g a e  do  n o t  r e q u i r e



6

r i g i d  s t r u c t u r e s  w h i c h  c a n  w i t h s t a n d  g r a v i t a t i o n a l  f o r c e s ,  

t h e y  m u s t  b e  s t r o n g  e n o u g h  to  r e s i s t  d a m a g e  c a u s e d  b y  

s w i f t l y  m o v i n g  a n d  t u r b u l e n t  w a t e r .  T h e  f l e x i b i l i t y  a n d  

t e n s i l e  s t r e n g t h  i s  g i v e n  t o  t h e  p l a n t  b y  t h e  c o n s t i t u e n t s  of  

t h e  c e l l  w a l l s  a n d  i n t e r c e l l u l a r  r e g i o n s  o f  t h e  a l g a e .

M a n y  of  t h e  p o l y s a c c h a r i d e s  o f  s e a w e e d  h a v e  f u n c t i o n s  w h i c h  

a t  p r e s e n t  a r e  n o t  a t  a l l  w e l l  u n d e r s t o o d .  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  

t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  h a l f  e s t e r  s u l p h a t e s  i s  p r o b a b l y  t o  p r o d u c e  

p o l y s a c c h a r i d e s  w h i c h  a r e  h y g r o s c o p i c  a n d  m u c i l a g i n o u s  

i n  n a t u r e  a n d  t h e r e f o r e  g i v i n g  s e a w e e d s  t h e  f l e x i b i l i t y  a n d  

e a s e  o f  m o v e m e n t  t h e i r  e n v i r o n m e n t  r e q u i r e s .  A n o t h e r  

f u n c t i o n  i s  p r o b a b l y  to  p r e v e n t  e x c e s s i v e  d e h y d r a t i o n  w h e n  

t h e  p l a n t  i s  e x p o s e d  t o  a i r  a t  l o w  t i d e .  I t  a p p e a r s  t h a t  

m o d i f i c a t i o n s  i n  t h e  s t r u c t u r e  of  t h e  m a c r o m o l e c u l e  a r e  

b r o u g h t  a b o u t  b y  t h e  p l a n t  t o  e n a b l e  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  t o  

f u l f i l  a  d i f f e r e n t  f u n c t i o n .  S u l p h a t e  g r o u p s  a r e  t h o u g h t  a l s o  

t o  p e r f o r m  f u n c t i o n s  a s s o c i a t e d  w i t h  i m m o b i l i s e d  p o l y  a c i d s .

T h e r e  i s  g r o w i n g  e v i d e n c e  t h a t  m a n y  a l g a l  p o l y s a c c h a r i d e s  

e x i s t  i n  t h e  n a t i v e  s t a t e ,  a t  l e a s t  p a r t l y  a s  p r o t e o g l y c a n s ;  

t h i s  m e a n s  t h a t  v a r i o u s  c o n s t i t u e n t s  f o r m  a  c o m p l e x  s t r u c t u r e  

i n  w h i c h  d i f f e r e n t  p o l y s a c c h a r i d e s  m a y  b e  h e l d  t o g e t h e r  b y  

c o v a l e n t  l i n k s  t o  p r o t e i n ^ ^ . P r o c e d u r e s  f o r  i s o l a t i o n  u s u a l l y  

e n t a i l  s o m e  d e g r a d a t i o n  of  t h e s e  c o m p l e x  m a c r o m o l e c u l e s .

I n  o t h e r  w o r d s ,  e x t r a c t i o n  m e t h o d s  u s e d  t o  o b t a i n  " p u r e "  

c o m p o u n d s  m u s t  t h e r e f o r e  b r e a k  d o w n  m u c h  o f  t h e i r  m a c r o 

s t r u c t u r e ,  b u t  p r e p a r a t i o n s  o f  s u l p h a t e d  p o l y s a c c h a r i d e s  o f  t h e  

C h l o r o p h y t a  a n d ' f u c a n s  f r o m  t h e  P h a e o p h y t a  c o m m o n l y  c o n t a i n  

s o m e  p r o t e i n .  T h e  n a t u r e  o f  t h e  c a r b o h y d r a t e  p r o t e i n  l i n k a g e s ,  

a p a r t  f r o m  t h o s e  of  P o r p h y r i d i u m  c r u e n t u m  a w a i t s  f u r t h e r  

s t u d y .

A l t h o u g h  m u c h  o f  t h e  w o r k  o n  t h e  p r i m a r y  s t a g e s  of  

c a r b o n  f i x a t i o n  i n  p h o t o s y n t h e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  t h e
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g r e e n  a lg a .  C h l o r e l l a , v e r y  l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  s t e p s

i n v o l v e d  i n  t h e  b i o s y n t h e s i s  of  a l g a l  p o l y s a c c h a r i d e s .  A

f e w  n u c l e o s i d e s  h a v e  b e e n  e x t r a c t e d  f r o m  a l g a e  a n d  a s  w i t h

h i g h e r  p l a n t s ,  i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e y  a r e  t h e  p r e c u r s o r s
13

of  p o l y s a c c h a r i d e s  , b u t  e x t r a c t i o n  of  t h e  e n z y m e s  w h i c h  

b r i n g  a b o u t  t h e  s y n t h e s i s  h a s  p r o v e d  e x t r e m e l y  d i f f i c u l t .

T h e  m a j o r i t y  of  t h e  c h e m i c a l  s t u d i e s  on  t h e  p o l y s a c c h a r 

i d e s  of  a l g a e  h a v e  b e e n  c a r r i e d  ou t  o n  e x t r a c t s  p r e p a r e d  f r o m  

w h o l e  p l a n t s ,  a n d  i n  m a n y  c a s e s  a  s e q u e n t i a l  m e t h o d  o f  

e x t r a c t i o n  h a s  b e e n  u s e d  w i t h  a  s e r i e s  of  r e a g e n t s  o r  p h y s i c a l

c o n d i t i o n s  b r i n g i n g  o u t  t h e  m o r e  e a s i l y  e x t r a c t e d  m a t e r i a l s
7

i n  t h e  e a r l y  s t a g e s  . T h u s  t h e  w h o l e  s e a w e e d  i n c l u d i n g  c e l l  

c o n t e n t s ,  c e l l  w a l l  a n d  i n t e r c e l l u l a r  r e g i o n s  a r e  e x t r a c t e d  

i n  a  s e r i e s  of  s o l u t i o n s ,  a n d  a n  i n s o l u b l e  r e s i d u e  r e m a i n s ,  

i n  w h i c h  c a r b o h y d r a t e s  a r e  s t i l l  p r e s e n t .

E a c h  s t a g e  o f  s e q u e n t i a l  e x t r a c t i o n  o f  a n  a l g a  c o n t a i n s  

a  m i x t u r e  of  p o l y s a c c h a r i d e s .  T h e y  c a n  b e  s e p a r a t e d  t o  

s o m e  e x t e n t  b y  v a r i o u s  f r a c t i o n a t i o n  t e c h n i q u e s ^ ,  b u t  

a f t e r  e v e n  a  s e r i e s  of  s u c h  s e p a r a t i o n  i t  c a n n o t  b e  e x p e c t e d  

t h a t  t h e  p r o d u c t  w i l l  c o n s i s t  of  m o l e c u l e s  of  i d e n t i c a l  s i z e ,  

a n d  c o m p o s i t i o n  a n d  a n a l y s i s  w i l l  g i v e  r e s u l t s  w h i c h  a r e  o n l y  

a v e r a g e s  w i t h  l i t t l e  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  d e g r e e  o f  p o l y d i s p e r s i v i t y  

a n d  h o m o g e n e i t y .

T h e  i n s t i n c t  of  s e a w e e d  w o r k e r s  h a s  b e e n  t o  e x t r a c t  t h e  

p o l y s a c c h a r i d e s  u n d e r  t h e  m i l d e s t  c o n d i t i o n s ,  b u t  i t  m u s t  b e  

r e c o g n i s e d  t h a t  t h i s  e f f o r t  h a s  no t  a l w a y s  b e e n  p r o d u c t i v e  a n d ,  

w h e n  i t  h a s  b e e n  s u c c e s s f u l  t h e  p r o d u c t  m i g h t  h a v e  b e e n  so  

c o m p l e x  t h a t  i t  h a d  b e e n  i n t e n t i o n a l l y  d e g r a d e d  i n t o  s i m p l e r  

f r a g m e n t s  b e f o r e  i t  h a s  b e e n  s t u d i e d .

W i t h  s e v e r a l  s p e c i e s  v a r i a t i o n s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  t h e  

f i n e  s t r u c t u r e  of  p o l y s a c c h a r i d e s  b e t w e e n  d i f f e r e n t  b a t c h e s  

of  t h e  s a m e  a l g a l  m a t e r i a l .  W e l l  e s t a b l i s h e d  c a u s e s  of



s u c h  v a r i a t i o n  a r e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a v e r a g e  a g e  of t h e

a l g a l  p o p u l a t i o n ,  t h e  t i m e  of  y e a r  w h e n  i t  w a s  h a r v e s t e d  a n d

c o n d i t i o n s  of  d r y i n g  a n d  s t o r a g e .

A  b r i e f  d e s c r i p t i o n  o f  c a r b o h y d r a t e s  o f  t h e  C y a n o p h y t a

( b l u e - g r e e n  a l g a e ) , C h l o r o p h y t a  ( g r e e n  a l g a e )  a n d  R h o d o p h y t a

( r e d  a l g a e  ) w i l l  b e  g i v e n  i n  t h i s  c h a p t e r .  C a r b o h y d r a t e s  of

t h e  P h a e o p h y t a  w i l l  b e  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3.

L i t t l e  i n  t h e  w a y  of  c h e m i c a l  i n v e s t i g a t i o n ,  a p a r t  f r o m
14a d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  c o n s t i t u e n t s  , h a s  b e e n  c a r r i e d  ou t  

o n  t h e  c e l l  w a l l  p o l y s a c c h a r i d e s  o f  m e m b e r s  of  t h e  P y r r o p h y t a ,  

E u g l e n o p h y t a ,  C h r y s o p h y t a ,  X a n t h o p h y t a  a n d  C h a r o p h y t a .

1 . 4 .  T h e  c a r b o h y d r a t e s  p r e s e n t  i n  a l g a e  c a n  b e  r o u g h l y

d i v i d e d  i n t o  t h e  f o l l o w i n g  t h r e e  g r o u p s .

1 . L o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  c a r b o h y d r a t e s  ( s o l u b l e  i n  80% 

e t h a n o l ) .

2 . W a t e r  s o l u b l e  p o l y s a c c h a r i d e s

2 . 1 . F o o d  r e s e r v e  m a t e r i a l

2 . 2 . O t h e r  s o l u b l e  p o l y s a c c h a r i d e s

3. C e l l  w a l l  m a t e r i a l  o r  s t r u c t u r a l  p o l y s a c c h a r i d e s

1 . 5. C a r b o h y d r a t e s  o f  t h e  C h l o r o p h y t a  ( g r e e n  s e a w e e d s ) .

1. 5. 1. L o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  c a r b o h y d r a t e s

S u c r o s e  s e e m s  t o  b e  t h e  m a i n  l ow  m o l e c u l a r  w e i g h t  

c a r b o h y d r a t e  p r e s e n t  i n  g r e e n  s e a w e e d s  . I n  a d d i t i o n  , 

g l u c o s e  a n d  f r u c t o s e  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  a l l  t h e  s p e c i e s  

i n v e s t i g a t e d .  S m a l l  q u a n t i t i e s  of  o t h e r  s u g a r s ,  s o m e
17 18a l d i t o l s  a n d  m y o i n o s i t o l  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  a  f e w  s p e c i e s .

1 . 5 . 2 , W a t e r  s o l u b l e  c a r b o h y d r a t e s

1 . 5 . 2 . 1 . F o o d  r e s e r v e  m a t e r i a l

M o s t  of  t h e  s p e c i e s  s o  f a r  i n v e s t i g a t e d  w e r e  f o u n d  t o  

m e t a b o l i z e  a  s m a l l  p r o p o r t i o n  of  s t a r c h - t y p e  g l u c a n s  w h i c h  

c l o s e l y  r e s e m b l e s  t h o s e  o f  t e r r e s t i a l  p l a n t  s t a r c h e s  c o m p r i s i n g



19b o t h  a m y l o s e  a n d  a m y l o p e c t i n  . A m o n g  t h e  P r a s i n o p h y c e a e ,  

T e t r a s e l m i s  c a r t e r i i f o r m i s ^ ^  y i e l d e d  o n l y  a  t y p i c a l  a m y l o 

p e c t i n ,  b u t  a  P l a t y m o n a s  s p e c i e s  y i e l d e d  a  s t a r c h  w i t h  23%

of a m y l o s e ^   ̂ . A  r e p r e s e n t a t i v e  of  t h e  C h a r o p h y c e a e ,

N i t e l l a  t r a n s l u c e n s  c o n t a i n s  a  s t a r c h  w i t h  a b o u t  12% of  
22

a m y l o s e  . O n e  s p e c i e s ,  U r o s p o r g  p e n i c i l l i f o r m i s , i s  -
23

r e p o r t e d  t o  c o n t a i n  p u r e  a m y l o s e

G r e e n  a l g a l  s t a r c h e s ,  l i k e  s o m e  o t h e r s ,  c a n  b e  v e r y

h a r d  t o  s e p a r a t e  f r o m  p r o t e i n ,  b u t  t h e r e  i s  no e v i d e n c e  f o r

a  c o v a l e n t  l i n k a g e .

F r o m  a  s a m p l e  o f  f r e s h  A c e t a b u l a r i a  m e d i t e r r a n e a

( O r d e r  D a s y c l a d a l e s )  c r y s t a l l i n e  f r u c t a n  w a s  i s o l a t e d ,  w h i c h

g a v e  a n  X - r a y  d i f f r a c t i o n  d i a g r a m  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  o f  
25

i n u l i n  . H o t  w a t e r  e x t r a c t i o n  of  t h e  c a p s  of  A c e t a b u l a r i a

c r e n u l a t a  s u b s e q u e n t l y  y i e l d e d  10. 3% ( d r y  b a s i s )  of  a  f r u c t a n

c o n t a i n i n g  r e s i d u e s  of  D f r u c t o s e  a n d  D g l u c o s e  i n  a  m o l a r  
26

r a t i o  33:1 . A  c l o s e l y  r e l a t e d  s p e c i e s  B a t o p h o r a  o e r s t e d i
2 7

y i e l d e d  6 . 5 -  12. 5% of  i n u l i n .

I n u l i n  h a s  b e e n  a l s o  r e p o r t e d  i n  s i x  s p e c i e s  of  t h e

O r d e r  C l a d o p h o r a l e s ,  b u t  o t h e r  m e m b e r s  of  t h e  O r d e r

c o n t a i n e d  o n l y  ( 2 — ^  1 ) - l i n k e d ,  f r u c t o s e  - c o n t a i n i n g  o l i g o -
1 7

s a c c h a r i d e s ,  b u i l t  o n  t o  s u c r o s e  a s  i n  i n u l i n .

S m a l l  a m o u n t s  of  a  ( 1 — ^ 3 ) - l i n k e d  g l u c a n ,  t e n t a t i v e l y

a s s u m e d  t o  b e  l a m i n a r a n ,  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  m a r i n e
28 29 

s p e c i e s  C a u l e r p a  f i l i f o r m i s  a n d  C l a d o p h o r a  r u p e s t r i s  ,

b u t  i t  i s  no t  a b s o l u t e l y  c l e a r  w h e t h e r  i t  f u n c t i o n s  a s  a  f o o d

r e s e r v e .  C o d i o l u m  p u s i l l u m  c o n t a i n s  P - ( l —^ 3 ) - l i n k e d ,

g l u c o s e - c o n t a i n i n g  o l i g o s a c c h a r i d e s ^ ^  a n d  C a u l e r p a

s i m p l i c i u s c u l a  c o n t a i n s  a  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  P - D - g l u c a n

t h a t  r e s e m b l e s  l a m i n a r a n  ira c o n t a i n i n g  a  s m a l l  p r o p o r t i o n  of
3 1

( 1 —► 6 ) i n  a d d i t i o n  t o  ( 1 — ^ 3 )  l i n k a g e s .

1. 5 . 2 . 2 .  O t h e r  s o l u b l e  p o l y s a c c h a r i d e s
32

A c c o r d i n g  to  P r e s t o n  t h e s e  p o l y s a c c h a r i d e s  a r e
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m a i n l y  c o n s t i t u e n t s  of  t h e  c o n t i n u o u s  a m o r p h u s  p h a s e

o f  t h e  c e l l  w a l l s  a n d  c o m p r i s e  3 0 -  70% of  t h e  d r y  w e i g h t  
33

i n  d i f f e r e n t  a l g a e

T h e  m a j o r  p o l y s a c c h a r i d e s  i n  a l l  t h e  s p e c i e s  e x a m i n e d  

a r e  p o l y d i s p e r s e  h e t e r o p o l y s a c c h a r i d e s  i n  w h i c h  a t  l e a s t  

s o m e  of  t h e  h y d r o x y l  g r o u p s  of  t h e  s u g a r  r e s i d u e s  a r e  

s u b s t i t u t e d  b y  h a l f  e s t e r  s u l p h a t e  g r o u p s .

T h e  d i f f e r e n t  g e n e r a  of  g r e e n  s e a w e e d s  f a l l  i n t o  s e v e r a l  

m a i n  g r o u p s  a c c o r d i n g  t o  t h e  t y p e  o f  p o l y s a c c h a r i d e  p r o d u c e d .

T h e  f i r s t  g r o u p  c o n t a i n s  m a i n l y  g a l a c t o s e ,  a r a b i n o s e  

a n d  x y l o s e  u n i t s  a n d  h a s  b e e n  o b t a i n e d  f r o m  s p e c i e s  of  C a u l e r p a ^ ^ 

C l a d o p h o r a ^^ C h a e t o m o r p h a ^ , C o d i u m ^ ^ , a n d  R h i z o c I o n i u m .  ̂^ 

T h e  s e c o n d  g r o u p  c o n t a i n s  m a i n l y  r h a m n o s e ,  x y l o s e

a n d  g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  h a s  b e e n  o b t a i n e d  f r o m  E n t e r o m o r p h a
37   ̂ 38  . . , . 39c o m p r e s s a  , U I v a  l a c t u c a  , A c r o s i p h o n i a  a r c t a  ,

U r o s p o r a  w o r m s k i o l d i i ^ ^, U r o s p o r a  p e n c i l l i f o r m i s ^^  a n d  

C o d i o l u m  p u s s i l u m ^.^
2 ̂

T h e  p o l y s a c c h a r i d e  f r o m  A c e t a b u l a r i a  c r e n u l a t a  

i s  of  a n  i n t e r m e d i a t e  s t r u c t u r e  a s  i t  c o m p r i s e s  g a l a c t o s e ,  

x y l o s e ,  r h a m n o s e  a n d  g l u c u r o n i c  a c i d  a s  t h e  m a i n  c o m p o n e n t s .

T h e  p o l y s a c c h a r i d e s  of  t h e  f i r s t  g r o u p ,  s u l p h a t e d  x y l o a r a -  

b i n o g a l a c t a n s  h a v e  a  p o s i t i v e  s p e c i f i c  r o t a t i o n ,  w h e r e a s  i n  t h e  

s e c o n d  g r o u p ,  s u l p h a t e d  g l u e u r o n o x y l o r h a m r a n s  a n d  t h e  

i n t e r m e d i a t e  o n e ,  s u l p h a t e d  g l u e u r o n o x y l o r h a m n o g a l a c t a n  

h a v e  a  n e g a t i v e  s p e c i f i c  r o t a t i o n .

S t r u c t u r a l  s t u d i e s  i n  a l l  o f  t h e s e  a n d  s i m i l a r  p o l y s a c c 

h a r i d e s  h a v e  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  p r o p o r t i o n  o f  t h e  s u g a r s  

v a r y  f r o m  g e n u s  t o  g e n u s  a n d  e v e n  a m o n g  s p e c i e s  o f  t h e  

s a m e  g e n u s .  T h e  m o d e s  o f  l i n k a g e  a n d  t h e  p o i n t s  of

a t t a c h m e n t  of  t h e  s u l p h a t e  g r o u p s  h a v e  b e e n  e s t a b l i s h e d  f o r
40

t h e  m a j o r i t y  of  t h e s e  p o l y s a c c h a r i d e s  . T h e y  a r e  a l l  

e x t r e m e l y  c o m p l e x ,  h i g h l y  b r a n c h e d  m o l e c u l e s  w h i c h  do n o t
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a p p e a r  t o  h a v e  l o n g  c h a i n s  o f  a  s i n g l e  s u g a r  s i n c e  e v i d e n c e

of  t h e  m u t u a l  l i n k a g e  o f  t h e  d i f f e r e n t  s u g a r s  h a v e  b e e n

o b t a i n e d  f o r  t h e  d i f f e r e n t  g r o u p s .  I n  t h e  f i r s t  g r o u p  of

p o l y s a c c h a r i d e s ,  g a l a c t o s e  a n d  a r a b i n o s e  a r e  t h e  m a i n

s u g a r s  i n  m o s t  s p e c i e s ,  b u t  a p p r e c i a b l e  a m o u n t s  of  x y l o s e

a n d  t r a c e s  of  r h a m n o s e  h a v e  b e e n  f o u n d .  A l l  a t t e m p t s  to

f r a c t i o n a t e  t h e  p o l y s a c c h a r i d e s  i n t o  h o m o p o l y s a c c h a r i d e s

h a v e  b e e n  u n s u c c e s s f u l .

T h e  w a t e r  s o l u b l e  p o l y s a c c h a r i d e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e

s p e c i e s  m e n t i o n e d  i n  t h e  s e c o n d  g r o u p  w e r e  f o u n d  t o  b e

h e t e r o p o l y m e r s  w i t h  L - r h a m n o s e  a n d  D - x y l o s e  a s  t h e

m a j o r  s u g a r s  a n d  s m a l l e r  q u a n t i t i e s  o f  D - g l u c o s e . T h e

u r o n i c  a c i d  c o n t e n t  w a s  f o u n d  t o  b e  a r o u n d  2 0 % w h i l e  t h e
38

s u l p h a t e  c o n t e n t  v a r i e d ,  a b o u t  17% i n  U l v a  a n d
37  39

E n t e r o m o r p h a  a n d  8 % i n  A c r o s i p h o n i a  .

P a r t i a l  a c i d  h y d r o l y s i s  o f  a l l  t h r e e  p o l y s a c c h a r i d e s

g a v e  a  r e l a t i v e l y  h i g h  p r o p o r t i o n  o f  a n  a l d o b i o u r o n i c  a c i d ,

3 - 0 - P - D -  g l u c o p y r a n u n o s y l -  L -  r h a x n n o s e .

T h e  p o l y s a c c h a r i d e  f r o m  U l v a  l a c t u c a  h a s  b e e n  m o s t

e x t e n s i v e l y  s t u d i e d .  M é t h y l a t i o n  s t u d i e s  of  t h e  d e s u l p h a t e d

a n d  c a r b o x y l  r e d u c e d  p o l y m e r  h a v e  i n d i c a t e d  t h e  l i n k a g e s  f o r

r h a m n o s e  a n d  x y l o s e  a n d  t e n t a t i v e  e v i d e n c e  f o r  t h e  g l u c o s e

l i n k a g e s  w a s  a l s o  o b t a i n e d .

I t  h a s  b e e n  d e d u c e d  f r o m  a l k a l i n e  d e s u l p h a t i o n  a n d

p e r i o d a t e  o x i d a t i o n  e x p e r i m e n t s  t h a t  t h e  p o s i t i o n  o f  s u l p h a t e

e s t e r  i s  m a i n l y  a t  C - 2  of  r h a m n o s e  a n d  t o  a  l e s s e r  e x t e n t  
41

a t  C - 2  o f  x y l o s e

A n  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e  w a s  i s o l a t e d  i n  h i g h  y i e l d  

a f t e r  S m i t h  d e g r a d a t i o n  a n d  f r o m  t h i s  i t  w a s  d e d u c e d  a

s t r u c t u r e  w h i c h  r e p r e s e n t s  a  r e p e a t i n g  u n i t  i n  t h e  p o l y -
^ 42s a c c h a r i d e .

2 6
T h e  u n i c e l l u l a r  A c e t a b u l a r i a  c r e n u l a t a  m e t a b o l i s e s  

a  p o l y s a c c h a r i d e  w h i c h  c o m p r i s e s  f r u c t o s e  a s  t h e  m a i n  s u g a r  

and a second polysaccharide containing rhamnose ̂ glucose, g a la c to s e
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a n d  l e s s e r  a m o u n t s  of  x y l o s e  a n d  4 - O - m e t h y l  g a l a c t o s e .

D u e  t o  t h e  e v i d e n c e  f o r  a  r e l a t i v e  h i g h  p r o p o r t i o n  o f  e n d  

g r o u p s  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  i s  t h o u g h t  t o  b e  h i g h l y  b r a n c h e d  

w i t h  v e r y  s h o r t  b r a n c h e s .

1 . 5 . 3 .  S t r u c t u r a l  p o l y s a c c h a r i d e s

1 . 5. 3. 1 . C e l l u l o s e  :

T h e  m o s t  h i g h l y  o r g a n i s e d  a l g a l  c e l l u l o s e  i s  f o u n d  i n

V a l o n i a  a n d  s p e c i e s  of  C l a d o p h o r a  a n d  C h a e t o m o r p h a .

A  b e a u t i f u l l y  c r y s t a l l i n e  f o r m  o f  c e l l u l o s e  i s  p r e s e n t

i n  t h e  v e s i c l e s  o f  V a l o n i a  s p e c i e s  w h i c h  a r e  t r o p i c a l  m a r i n e

m e m b e r s  of  t h e  O r d e r  S i p h o n o c l a d a l e s . I t  e x i s t s  i n  t h e  c e l l

w a l l  a s  lo n g ,  r e g u l a r  m i c r o f i b r i l s  a r r a n g e d  i n  a  c r i s s - c r o s s

m a n n e r .  T h e y  g i v e  e s s e n t i a l l y  o n l y  g l u c o s e  o n  h y d r o l y s i s

a n d  v e r y  s h a r p  X - r a y  d i f f r a c t i o n  p a t t e r n s  c h a r a c t e r i s t i c  o f

C e l l u l o s e - 1  O t h e r  m a r i n e  s p e c i e s  s u c h  a s  C l a d o p h o r a

r u p e s t r i s  a n d  C h a e t o m o r p h a  m e l a g o n i u m  a l s o  g i v e  c l e a r

c e l l u l o s e  1 p a t t e r n s  i n  t h e  n a t i v e  s t a t e ,  o t h e r s  g i v e  t h e m  o n l y

a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  e n c r u s t i n g  . h e m i c e l l u l o s e s  a n d  s t i l l  o t h e r s
45,  46

do  n o t  g i v e  t h e m  a t  a l l .

D u e  t o  d i f f i c u l t i e s  i n  i s o l a t i n g  t h e  p u r e  c e l l u l o s e  no  

s t r u c t u r a l  s t u d i e s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t .

1 . 5 . 3 . 2 . D - X y l a n s

I n  m a r i n e  s p e c i e s  t h a t  l a c k  c e l l u l o s e ,  m o s t  n o t a b l y  

t h o s e  of  t h e  O r d e r  S i p h o n a l e s ,  i t s  f u n c t i o n  i s  t a k e n  o v e r  b y  

P -(  1 —► 3 ) - l i n k e d  D - x y l a n s . ^ ^ ’ T h e  f i b r e s  a r e  m o r e  

s o l u b l e  i n  c o n c e n t r a t e d  a l k a l i  t h a n  a r e  t h o s e  o f  c e l l u l o s e  o r  

m a n n a n ,  b u t  t h e y  a r e  i n i t i a l l y  i s o l a t e d  b y  e x t r a c t i o n s  w i t h  

d i l u t e  a c i d s  a n d  a l k a l i s .
28

T h e  x y l a n s  of  C a u l e r p a  f i l i f o r m i s  , C .  b r a c h y p u s ,

C . r a c e m o s a , C . a n c e p s , H a l i m e d a  c u n e a t a , U d o t e a  o r i e n t a l i s ,  

C h l o r o d e g m i s  f o r m o s a n a  a n d  P s e u d o d i c h o  t o m o s i p h o n  c o n s - 

t r i c t a ^ ^ '  c o n s i s t  of  c h a i n s  of  c a .  50 P - ( l  —► 3 ) - l i n k e d  x y l o s e
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u n i t s .  F r o m  X - r a y  s t u d i e s  i t  i s  d e d u c e d  t h a t  t h e

1, 3 - P - x y l a n s  c o n s i s t  of  h e x a g o n a l l y  p a c k e d  d o u b l e  s t r a n d e d

h e l i c e s  p r e s e n t  a s  m i c r o f i b r i l s . R e c o n s i d e r a t i o n  of  
52

t h e s e  r e s u l t s  s u p p l e m e n t e d  b y  p o l a r i s e d  i n f r a r e d

o b s e r v a t i o n s  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e s e  p o l y s a c c h a r i d e s  e x i s t

i n  r i g h t  h a n d e d  h e l i c e s  w i t h  t h r e e  x y l a n s  c h a i n s  f o r m i n g

a  t r i p l e  h e l i x  t h u s  g i v i n g  a  s t r o n g  f i b r o u s  s t r u c t u r e .

X y l o s e  a n d  g l u c o s e  a r e  t h e  d o m i n a n t  m o n o s a c c h a r i d e s

i n  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  of  t h e  g a m e t o p h y t i c  m a c r o t h a l l u s  of

B r y o p s i s  m a x i m a ; B r y o p s i s  p l u m o s a ;  B r y o s i d e l l a  n e g l e c t a
53

a n d  D e r b e s i a  t e n u i s s i m a  .

1 . 5 .  3. 3. D - M a n n a n s

S o m e  of  t h e  g e n e r a  t h a t  do  n o t  c o n t a i n  c e l l u l o s e  h a v e

b e e n  s h o w n  t o  c o n t a i n  f i b r o u s  m a n n a n s  a s  t h e  p r i n c i p a l

s k e l e t a l  p o l y s a c c h a r i d e s

C o d i u m  f r a g i l e ^ ^ a n d  A c e t a b u l a r i a  c r e n u l a t a ^^"

s y n t h e s i s e  a (1 ~ ^ 4 ) - P - M a n n a n .  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  of  t h e
55

w a l l s  of  t h e s e  t w o  a l g a e  s h o w  f i b r i l s  w i t h  a  h e a v i l y  e n c r u s t e d  

a p p e a r a n c e .

C o d i o l u m  p u s s i l u m , t h e  e r e c t  s t a g e  i n  t h e  l i f e  h i s t o r y

o f  U r o s p o r a  w o r m s k i o l d i i  s y n t h e s i s e s  a (1 -----► 4 ) - P - M a n n a n ,

b r a n c h e d  a t C - 6  o n  s o m e  o f  t h e  u n i t s ^ ^  B r y o p s i s  p l u m o s a

a n d  D e r b e s i a  t e n u i s s i m a  ( t r o p i c a l ,  m a r i n e  s p e c i e s )  c o n t a i n

c e l l u l o s e  ( a n d  x y l a n  i n  s m a l l  p r o p o r t i o n  ) i n  t h e i r  g a m e t o p h y t e s ,
56

b u t  m a n n a n  i n  t h e i r  s p o r o p h y t e s .

A n  u n s u l p h a t e d  a - ( l  —^  3 ) - l i n k e d  m a n n a n  h a s  b e e n
23

i s o l a t e d  f r o m  a  h o t  w a t e r ’e x t r a c t  of  . U r o s p o r a  p e n i c i l l i f o r m i s  .

1 . 6 .  C a r b o h y d r a t e s  o f  t h e  R h o d o p h y t a  ( r e d  s e a w e e d s )  .

1 . 6 . 1  JLow m o l e c u l a r  w e i g h t  c a r b o h y d r a t e s .
57

A  g a l a c t o s i d e  c a l l e d  f l o r i d o s i d e  w h e n  f i r s t  i s o l a t e d
58

w a s  l a t e r  s h o w n  to  b e  a  2 - 0  - u - D  - g a l a c t o p y r a n o s i d e  . It  

i s  p r e s e n t  i n  m a n y  s p e c i e s  of  r e d  a l g a e ^ ^ '  a n d  i t  s e e m s
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t o  b e  a  f i n a l  p r o d u c t  of  p h o t o s y n t h e s i s  a n d  a  r e s e r v e  m a t e r i a l

i n  t h e  r e d  a l g a e ^   ̂ In  s o m e  s p e c i e s ,  a s  i n  P o l y s i p h o n i a  ,

2 - _ 0 - a - D -  m a n n o p y r a n o s y l - ^ - g l y c e r i c  a c i d  s e e m s  t o  b e  t h e

m a i n  s u g a r  d e r i v a t i v e .

In  a d d i t i o n ,  O - a - D - m a n n o p y r a n o s y l - ( 1 —► 3 ) - 0 - a - D -

g a l a c t o p y r a n o s y l - (  1 —^ 2 ) -  g l y c e r o l  h a s  b e e n  i s o l a t e d  f r o m
6 3

F u r c e l l a r i a  f a s t i g i a t a  a n d  1 - 0  - a -  D- g a l a c t o p y r a n o s y l -  g l y c e r o l ,
6 4

i s o - f l o r i d o s i d e  f r o m  P o r p h y r a  u m b  i l l  c a l l s  a n d  o t h e r  r e d
, 60  

s e a w e e d s .

I n  s o m e  s p e c i e s  of  r e d  a l g a e  t h e r e  h a v e  a l s o  b e e n  f o u n d  

v a r i o u s  a l d i t o l s  a n d  i n o s i t o l s .

1 . 6 .  2 W a t e r  s o l u b l e  p o l y s a c c h a r i d e s

1 . 6 . 2 . ! .  F o o d  r e s e r v e  m a t e r i a l

T h e  R h o d o p h y t a  m e t a b o l i z e  a  s t a r c h ,  k n o w n  a s  f l o r i d e a n
6 5

s t a r c h ,  a s  t h e i r  f o o d  r e s e r v e  m a t e r i a l .  I t  d i f f e r s  f r o m  t h e

C h l o r o p h y t a  s t a r c h  i n  t h a t  i t  i s  d e v o i d  o f  a m y l o s e ^ ^  I t  w a s

f i r s t  i s o l a t e d  f r o m  F u r c e l l a r i a  f a s t i g i a t a  b y  K y l i n  i n  1913 .

I t  i s  a t t a c k e d  b y  a l l  t h e  e n z y m e s  w h i c h  h y d r o l y z e  s t a r c h .

I t  g i v e s  a  r e d  v i o l e t  c o l o u r  w i t h  i o d i n e ,  s i m i l a r  t o  t h a t  g i v e n

b y  g l y c o g e n .  F l o r i d e a n  s t a r c h  d i f f e r s  f r o m  l a n d  p l a n t

a m y l o p e c t i n s  i n  h a v i n g  a v e r a g e  c h a i n  l e n g t h s  o f  a b o u t  9 - 1 9 ,

w i t h  m o s t  v a l u e s  f a l l i n g  i n  t h e  r a n g e  of  1 0 - 1 4 ,  c o m p a r e d
6 7, 69

w i t h  25 f o r  l a n d  p l a n t  s t a r c h e s  . It  i s  e s s e n t i a l l y  a n

C L - (  1 —^ 4 ) - l i n k e d  g l u c a n  w i t h  ( l  — ► 6 ) - b r a n c h  p o i n t s   ̂ ,

t h o u g h  a  s m a l l  p r o p o r t i o n  o f  a - ( l   ► 3 ) - l i n k a g e s  h a s  b e e n

r e p o r t e d  i n  s o m e  s p e c i e s .

1 . 6 .  2. 2.  O t h e r  s o l u b l e  p o l y s a c c h a r i d e s .

T h e  w a t e r  s o l u b l e  p o l y s a c c h a r i d e s  f r o m  t h e  r e d  s e a w e e d  

a r e  m a i n l y  g a l a c t a n s .  T h e y  a r e  e s s e n t i a l l y  l i n e a r  p o l y m e r s

of  a l t e r n a t i n g  ( 1 —^ 3 ) -  a n d  ( 1 ----^ 4 ) - l i n k e d  g a l a c t o s e  u n i t s .

T h i s  s i m p l e  p a t t e r n  i s  m a s k e d  s o m e t i m e s  b y  o t h e r  f e a t u r e s ,  

d e p e n d i n g  o n  t h e  a l g a  f r o m  w h i c h  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  h a s
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b e e n  i s o l a t e d .  D i f f e r e n c e s  a r e  d u e  to  t h e  p r e s e n c e  of  b o t h

D -  a n d  L -  g a l a c t o s e ,  3, 6 - a n h y d r o - D a n d  L_ g a l a c t o s e ,

6 -  O - m e t h y l -  D -  g a l a c t o s e  a n d  o c c a s i o n a l l y  g a l a c t o s e  s u b s t i t u t e d

a t  0 - 4  a n d  0 - 6  w i t h  p y r u v i c  a c i d  a n d  w i t h  v a r i o u s  d e g r e e s

o f  s u l p h a t i o n ^ ^ .  T h e s e  u n i t s  o f f e r  a  b r o a d  s p e c t r u m  of

p o l y s a c c h a r i d e s  c o m p r i s i n g  c h a i n s  of  a l t e r n a t e  ( l  — * ^ 3 ) -

a n d  ( I  — ^ 4 ) - l i n k e d  g a l a c t o s e  o r  m o d i f i e d  g a l a c t o s e  u n i t s .

T h e  i n d i v i d u a l  p o l y m e r s  d i f f e r  i n  t h e i r  f i n e r  d e t a i l s  o f

s t r u c t u r e  p o s s i b l y  d u e  t o  a  p a r t i c u l a r  e n v i r o n m e n t .  T h e s e

p o l y s a c c h a r i d e s  o c c u r  i n  n a t u r e  a s  h y d r a t e d  v i s c o e l a s t i c  g e l s

p r o b a b l y  s e r v i n g  b o t h  s t r u c t u r a l  f u n c t i o n s  a n d  a l s o  a s  
72

a n t i d e s i c c a n t s

G a l a c t a n s  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  t h r e e  g r o u p s ,  a g a r ,

p o r p h y r a n  a n d  c a r r a g e e n a n  t y p e ,  a l t h o u g h  p o l y s a c c h a r i d e s
70, 7

r e l a t e d  t o  m o r e  t h a n  o n e  of  t h e s e  t y p e s  h a v e  b e e n  f o u n d .

A g a r  i s  s y n t h e s i s e d  b y  a  w i d e  v a r i e t y  of  s p e c i e s  o f  t h e  

r e d  s e a w e e d s  of  w h i c h  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  a r e  f r o m  t h e  

g e n e r a  G e l i d i u m  a n d  G r a c i l a r i a , s p e c i e s  g e n e r a l l y  c a l l e d  

a g a r o p h y t e s .  It  i s  t h e  c o m m o n  n a m e  f o r  a  m i x t u r e  of  p o l y 

s a c c h a r i d e s  w h i c h  o r i g i n a l l y  w e r e  t h o u g h t  t o  c o m p r i s e  t w o

p o l y s a c c h a r i d e s  on ly ,  n e u t r a l  a g a r o s e  a n d  t h e  s u l p h a t e d  
73

a g a r o p e c t i n  , b u t  r e c e n t  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  m a y  e x i s t  a s  

a  c o m p l e x  s e r i e s  o f  r e l a t e d  p o l y s a c c h a r i d e s  r a n g i n g  f r o m  a n  

a l m o s t  n e u t r a l  t o  a  h i g h l y  c h a r g e d  g a l a c t a n .  I t  h a s  b e e n  

p o s s i b l e  t o  s e p a r a t e  t h e  e x t r e m e s  o f  t h e  s t r u c t u r e  w h i c h  c a n  

b e  d e f i n e d  a s  f o l l o w s .

A) N e u t r a l  a g a r o s e :
74A  n o n - s u l p h a t e d  f r a c t i o n  s e p a r a t e d  f r o m  a g a r  ,

w h i c h  c o n s i s t s  o f  c h a i n s  of  a l t e r n a t i n g  ( l  ---- ^ 3 ) - l i n k e d

P - _ D - g a l a c t o s e  a n d  ( 1 — ► 4 ) - l i n k e d  3, 6 - a n h y d r o - a - L - g a l a c t o s e .
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HO
OH

F i g ,  1. 1. A g a r o s e . R  -  H o r  O M e

B) P y r u v y l a t e d  a g a r o s e  w i t h  a  l i t t l e  s u l p h a t e :

T h e  m o l e c u l e s  w i t h  s u b s t i t u t i o n  o f  p y r u v i c  a c i d  c o n s i s t

o f  t h e  s a m e  a l t e r n a t i n g  p a t t e r n  w i t h  a b o u t  o n e  i n  t w e n t y

D - g a l a c t o s e  r e s i d u e s  b e i n g  p y r u v y l a t e d  a s  4, 6 - 0 - (  1- c a r b o x y -
75

e t h y l i d e n e ) - D  - g a l a c t o s e  u n i t s  a n d  a  f e w  of  t h e  ( 1 —^ 4 ) -  

l i n k e d  r e s i d u e s  p r e s e n t  a s  _ L - g a l a c t o s e - 6  - s u l p h a t e  ( 3 - 1 0 %  

s u l p h a t e ) .

C)  A  h i g h l y  s u l p h a t e d  g a l a c t a n :

T h e s e  m o l e c u l e s  c o n t a i n  l i t t l e  o r  no 3, 6 a n h y d r o  

g a l a c t o s e  o r  p y r u v i c  a c i d  b u t  c o n s i s t  of  a l t e r n a t i n g  ( 1 ^ 3 )

a n d  ( 1 ---- ^ 4 ) - l i n k e d  g a l a c t o s e  r e s i d u e s  m o n o  - a n d  d i - s u l p h a t e d .

S o m e  s e a w e e d s  w h i c h  a r e  n o t  a t  p r e s e n t  u s e d  c o m m e r c i a l l y  

y i e l d  e x t r a c t s  w h i c h  a r e  s i m i l a r  t o  a g a r  i n  c o n t a i n i n g  t h e  L -  

i s o m e r  of  3, 6 - a n h y d r o - g a l a c t o s e  o r  g a l a c t o s e - 6 -  s u l p h a t e .  

E x a m p l e s  of  t h e s e  a r e  g a l a c t a n s  f r o m  t h e  P o r p h y r a  s p e c i e s ,  

b u t  h e r e  t h e  r e p e a t i n g  p a t t e r n  ds  m a s k e d  n o t  o n l y  b y  6 - 0 -  

m e t h y l  on  t h e  J D - g a l a c t o s e  u n i t s  b u t  a s  m u c h  a s  50% of  t h e
7

a n h y d r o - ^ - u n i t s  a r e  r e p l a c e d  b y  ^ - g a l a c t o s e - 6 - s u l p h a t e  .

L a u r e n c i a  C e  r a m i  u m  r u b r u m ^ ^ a n d  a  n u m b e r  of  g e n e r a
78

b e l o n g i n g  to  t h e  G r a t e l o u p i a c e a e  h a v e  C - 2  of  t h e  ^ - g a l a c t o s e  

u n i t s  s u b s t i t u t e d  b y  m e t h o x y l .  3 - ,  4 - ,  a n d  6 - O - m e t h y l  

g a l a c t o s e  r e s i d u e s  h a v e  a l s o  b e e n  f o u n d  a s  c o n s t i t u e n t s  of  

t h e  g a l a c t a n s .
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A g a r a s e ,  a n  e n z y m e  s e p a r a t e d  f r o m  the  b a c t e r i u m

P s e u d o m o n a s  a t l a n t i c a  h a s  b e e n  u s e d  to  c h a r a c t e r i s e  a g a r

in  m a r i n e  a l g a e ,  n,  m ,  r .  a n a l y s i s ^ ^  e s t a b l i s h e d

th e  s t r u c t u r e  of  t h e  e n z y m i c  h y d r o l y s i s  p r o d u c t s  of  a g a r o s e

a n d  c h a r a c t e r i s t i c  C n , m ,  r ,  s p e c t r a  h a v e  b e e n  o b t a i n e d

f o r  a g a r s  f r o m  d i f f e r e n t  g e n e r a  a n d  f o r  a  v a r i e t y  of
1 1  81c a r r a g e e n a n s  a s  w e l l .

C a r  r a g e e n a n

T h e  m a j o r  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  th e  a g a r s  a n d  c a r  r a g e e n a n s

i s  t h a t  the  f o r m e r  c o n t a i n s  D -  a n d  L - g a l a c t o s e  u n i t s  w h e r e a s

t h e  l a t t e r  c o n s i s t s  e n t i r e l y  of t h e  D - s u g a r . In  o t h e r  w o r d s

i t  d i f f e r s  f r o m  a g a r  m a i n l y  i n  t h a t ,  3, 6 - a n h y d r o - D - g a l a c t o s e
82 ^9

r e p l a c e s  the  3, 6 - a n h y d r o  L - g a l a c t o s e  of  a g a r  ’ a n d  h a s
83a  h i g h e r  c o n t e n t  of m a i n l y  a l k a l i  s t a b l e  e s t e r  s u l p h a t e  ,

T h e  p r e c i p i t a t i o n  by  K i o n s  of  K - c a r r a g e e n a n ^ ' ^ '  a  

s u l p h a t e d  g e l l i n g  f r a c t i o n  f r o m  a  w h o l e  e x t r a c t  of  C h o n d r a s  

c r i s p u s  o r  G i g a r t i n a  s p e c i e s ^ ^  a r e  e x a m p l e s  of  th e  f r a c t i o n 

a t i o n  of c a r r a g e e n a n .  T h e  m a t e r i a l  l e f t  i n  s o l u t i o n ,  the  

n o n - g e l l i n g  f r a c t i o n  k n o w n  a s  ^ - c a r r a g e e n a n  r e p r e s e n t s  a

v e r y  c o m p l e x  s y s t e m ,  w h i c h  c a n  be f u r t h e r  f r a c t i o n a t e d  a n d
8 7

w h i c h  m a y  a l s o  c o n t a i n  a c e t a l  l i n k e d  p y r u v i c  a c i d .

T h e  r e p e a t i n g  u n i t  of  K - c a r r a g e e n a n  c o n s i s t s  of  c h a i n s  

of  a l t e r n a t e  (1 — ^ 3 ) - l i n k e d -  D - g a l a c t o s e -  4 - s u l p h a t e  a n d  

(1 — ^ 4 ) - l i n k e d  - 3 , 6 - a n h y d r o - D -  g a l a c t o s e ,

^ - C a r r a g e e n a n  i s  a  p o l y s a c c h a r i d e  c o n s i s t i n g  of  h i g h l y  

s u l p h a t e d  a l t e r n a t i n g  (1 — »"3 ) a n d  (1 — ^ 4 ) - l i n k e d  g a l a c t o s e  

u n i t s .  S o m e  of  th e  s u l p h a t e  is  a l k a l i  l a b i l e ,  i n d i c a t i n g  i t s  

p r e s e n c e  on  C - 3  o r  C - 6  of  (1 — ^ 4 ) - l i n k e d  u n i t s .



OH
OR

j ^ - C a r r a g e e n a n .  R=H o r  SO.

OR

^ - C a r r a g e e n a n .  R=H o r  SO?

F i g .  1 . 2 .

M a n y  of  t h e  p a p e r s  p u b l i s h e d  r e f e r  t o  t h e  w h o l e  K C l -
> 90 '

s o l u b l e  f r a c t i o n  a s  c a r  r a g e e n a n s  a l t h o u g h  R e e s  h a s

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  t e r m  X - c a r r a g e e n a n  s h o u l d  b e  r e s t r i c t e d

t o  o n e  f r a c t i o n  o f  t h i s  m a t e r i a l .

T w o  i m p o r t a n t  g r o u p s  of  c a r r a g e e n a n s  c a n  b e  r e c o g n i s e d  

a c c o r d i n g  t o  a  v a r i e t y  o f  c h e m i c a l  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t .  In

t h e  f i r s t  g r o u p  t h e  ( l   ^ 3 ) - l i n k e d  u n i t s  a r e  s u l p h a t e d  i n

t h e  p o s i t i o n  4 - ,  w h e r e a s  i n  t h e  s e c o n d  g r o u p  t h e  s u l p h a t e  i s  

i n  t h e  2 -  p o s i t i o n .  B o t h  g r o u p s  h a v e  b e e n  s u b d i v i d e d  a c c o r d i n g

t o  t h e  n a t u r e  o f  t h e  ( 1 -----^  4 ) - l i n k e d  r e s i d u e s .  S e e  t a b l e  1. 1

o n  n e x t  p a g e  (1 9 ).
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R e p e a t i n g  u n i t s  of  c a r r a g e e n a n s
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A  U n i t s

D -  g a l a c t o s e -  4 -  s u l p h a t e

B U n i t s  N a m e

_P- g a l a c t o s e  - 6 -  s u l p h a t e  m u

P - g a l a c t o s e - 2, 6 - d i s u l p h a t e

3, 6 - a n h y d r o - D - g a l a c t o s e

3, 6 -  a n h y d r o - D - g a l a c t o s e - 2-
s u l p h a t e  i o t a

n u  ( l) ) 

k a p p a  ( K )

( I )

D -  g a l a c t o s e  - 2 - s u l p h a t e

P - g a l a c t o s e - 2 - s u l p h a t e  x i  ( ^  )

P - g a l a c t o s e - 2, 6, d i s u l p h a t e  l a m b d a  (A,

3, 6 - a n h y d r o - P -  g a l a c t o s e  - 2 -
s u l p h a t e  t h e t a  ( 0 )

F u r c e l l a r a n  k n o w n  a l s o  a s  D a n i s h  a g a r ,  e x t r a c t e d  f r o m

F u r c e l l a r i a  f a s t i g i a t a  h a s  m a n y  s i m i l a r i t i e s  w i t h  t h e  K - f r a c t i o n  
f 91,  92of  c a r r e g e e n a n .

A t  l e a s t  t w o  t y p e s  o f  \  - c a r r a g e e n a n  c a n  b e  f o u n d  i n
93

d i f f e r e n t  s p e c i e s  o f  E u c h e u m a  . G i g a r t i n a  a t r o p u r p u r e a
94 ,  95s y n t h e s i s e s  X i - c a r r a g e e n a n .

1 Î 3
H n . m .  r .  a n d  C n.  m .  r .  s p e c t r o s c o p y  h a v e  b e e n . . u s e d

80,  81 ,  101,  102 
f o r  s t r u c t u r a l  a n a l y s i s  o n  c a r r a g e e n a n s  a n d  a g a r o s e s .

90 ,  96 97  . . .  98
X - r a y  d i f f r a c t i o n  ’ ' a n d  d e u t e r a t i o n - d i c h r o i s m

s t u d i e s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  t o  e s t i m a t e  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f
99

c a r r a g e e n a n s  a n d  v a c u u m - u l t r a v i o l e t  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  , 

a n d  X - r a y  d i f f r a c t i o n  s t u d i e s a s  w e l l ,  t o  d e t e r m i n e  

c o n f o r m a t i o n  of  a g a r o s e .

P o r p h y r a n

T h i s  t y p e  o f  p o l y s a c c h a r i d e  i s  m a i n l y  f o u n d  i n  P o r p h y r a  

a n d  L a u r e n t i a  s p e c i e s .  I t  i s  s i m i l a r  t o  a g a r o s e  c o n t a i n i n g

3, 6 - a n h y d r o - L - g a l a c t o s e  a n d  6 - O - m e t h y l  g a l a c t o s e  a n d
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r e s e m b l e s  c a r r a g e e n a n  i n  c o n t a i n i n g  g a l a c t o s e -6  - s u l p h a t e  .

P o r p h y r a n  c o n s i s t s  m a i n l y  of  ( 3 - ( l  — ► 3 ) - l i n k e d -

p _ - g a l a c t o s e  o r  6 - O - m e t h y l - D - g a l a c t o s e  r e s i d u e s  a l t e r n a t i n g

w i t h e -  (1 — ^ 4 ) - l i n k e d - l - g a l a c t o s e - 6 - s u l p h a t e  o r  3 , 6 -
1 04

a n h y d r o - L - g a l a c t o s e .

T h e r e  a r e  s o m e  r e d  a l g a e  i n v e s t i g a t e d  w h i c h  p r e s e n t

s o m e ' a n o m a l i e s  ' a m o n g  th e  g a l a c t a n s .  F o r  e x a m p l e ,

r e s i d u e s  of  D - g l u c u r o n i c  a c i d  h a v e  b e e n  f o u n d  in  a  g a l a c t a n

f r o m  A n a n t h e c a  d e n t a t a , w h i c h  a p p e a r e d  a s  4 - 0 - (c - D -
~  106

g l u c o p y r a n u r o n i c  a c i d ) - L - g a l a c t o s e  i n  a  p a r t i a l  h y d r o l y s a t e .

T h i s  a l d o b i o u r o n i c  a c i d  i s  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  i s o l a t e d  f r o m

th e  p r o t e o g l y c a n  of  t h e  m i c r o s c o p i c  r e d  a l g a  P o r p h y r i d i u m  
1 07

c r u e n t u m  . T h i s  s a m e  g a l a c t a n  c o n t a i n e d  8% of  r e s i d u e s

of  1 3 - x y l o s e .  T h e  s u l f a t e d  g a l a c t a n  of  D i l s e a  e d u l i s
~  108 

a l s o  c o n t a i n s  r e s i d u e s  of  g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  x y l o s e  .

A n  i n v e s t i g a t i o n  of  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m u c i l a g e
1 09

p r o d u c e d  by  R h o d e l l a  m a c u l a t a  a  m i c r o s c o p i c  u n i c e l l u l a r  

r e d  s e a w e e d  s h o w e d  t h a t  i t  c o m p r i s e d  a  s u l p h a t e d  h e t e r o 

p o l y s a c c h a r i d e  c o n t a i n i n g  m a i n l y  x y l o s e  a n d  g l u c u r o n i c  a c i d  

t o g e t h e r  w i t h  s m a l l e r  p r o p o r t i o n s  of 3 - O - m e t h y l - x y l o s e ,  

g a l a c t o s e  a n d  g l u c o s e .

1 . 6 . 3 .  S t r u c t u r a l  p o l y s a c c h a r i d e s

1 . 6 . 3 .  1 .C e l l u l o s e

T h e  r e d  a l g a e  a p a r t  f r o m  th e  B a n g i a l e s  c o n t a i n
44

c e l l u l o s e  i n  t h e i r  c e l l  w a l l s  , b u t  t h e  m i c r o f i b r i l s  a r e  b u i l t

u p  of  o t h e r  s u g a r s  a s  w e l l  a s  g l u c o s e .  T h e  s t r u c t u r e  of

c e l l u l o s e  f o u n d  i n  G e l i d i u m  a m a n s i i  w a s  s i m i l a r  to  t h a t  of

c o t t o n  e x c e p t  f o r  i t s  c o l l o i d a l  p r o p e r t i e s  A m e t h y l a t e d

p u r i f i e d  c e l l u l o s e  f r o m  t h e  r e s i d u e  a f t e r  s e q u e n t i a l
111

e x t r a c t i o n  of  R h o d y m e n i a  p e r t u s a  w a s  s h o w n  by  g a s  l i q u i d  

c h r o m a t o g r a p h y ,  m a s s  s p e c t r o m e t r y  a n d  p r o t o n  m a g n e t i c  

r e s o n a n c e  s t u d i e s  to  c o n s i s t  of  (1 — ►4)-(3 - l i n k e d  D -
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g l u c o p y r a n o s e  r e s i d u e s .

1. 6 . 3 .  2 .  M a n n a n s

M a n n a n s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  a s  a  c u t i c l e  

i n  t h e  Rhodophy ta  a l g a e .  A (3 - (1 — ► 4 ) - l i n k e d  

m a n n a n  h a s  b e e n  e x t r a c t e d  f r o m  th e  c e l l  w a l l  of 

P o r p h y r a  u m b i l i c a l i s , w h i l e  a  s u l p h a t e d

c -  (1 — ► 3 ) - l i n k e d  m a n n a n  w a s  f o u n d  i n  N e m a l i o n
. , ^ 1 1 3 , 1 1 4y e r m i c u l a r e  S u r  .

1. 6 .  3 .  3 .  X y l a n s

C e l l  w a l l s  of  P p r  p h y r a  u m b i l i c a l i s  a n d
115

B a n g i a  f u s c o p u r p u r e a  w e r e  m e c h a n i c a l l y  s e p a r a t e d .

a n d  s h o w e d  f r o m  X - r a y  d i f f r a c t i o n  a n d  e l e c t r o n

m i c r o s c o p e  s t u d i e s  t h a t  t h e y  c o n s i s t e d  of  c h a i n s  of

(1  ^ 3  )- l i n k e d  x y l o s e  i n  a  r a n d o m  n e t w o r k  of

m i c r o f i b r i l s .

A m a j o r  p o l y s a c c h a r i d e  of  R h o d y m e n i a

p a l m a t a  i s  a  w a t e r  s o l u b l e  e s s e n t i a l l y  l i n e a r  x y l a n

m a d e  u p  of  (1 — ^ 3 )  a n d  (1 -----^ 4 ) - l i n k e d  u n i t s  i n

p u r e l y  r a n d o m  s e q u e n c e ^  ^^ w i t h  a n  a y e r a g e  one

b r a n c h  p o i n t  i n  e a c h  m o l e c u l e  l i n k e d  a t  C - 3  a n d  C - 4 .

E x t r a c t i o n  of  t h e  r e s i d u a l  w e e d  of  R h o d y m e n i a  g a y e  a
117(1 — ► 4 ) - l i n k e d  x y l a n  . E x t r a c t s  f r o m  R h o d o c h o r t o n  

f l o r i d u l u m  ̂  ̂^ c o n t a i n  a  x y l a n  s i m i l a r  to  t h a t  o n e  of 

R h o d y m e n i a  b u t  w i t h  a  h i g h e r  p r o p o r t i o n  of  b r a n c h  p o i n t s  

In  t h e s e  e x t r a c t s  a  g l u c a n  b a c k b o n e  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  . 

s i n c e  g l u c o s e  u n i t s  h a v e  b e e n  f o u n d  a l s o .

O t h e r s ,  (1 —̂ 3 ) - a n d  (1 — ^  4 ) - l i n k e d  x y l a n s  

h a v e  b e e n  s e p a r a t e d  f r o m  P o r p h y r a  u m b i l i c a l i s , 

L a u r e n c i a  p i n n a t a f i d a  ̂  ̂^ a n d  f r o m  C h a e t a n g i u m
.  .  1 1 8 , 1 1 9f a s t i g i a t u m .



22

1 . 7  C a r b o h y d r a t e s  of  th e  C y a n o p h y t a  ( b l u e - g r e e n  s e a w e e d s )

F o l l o w i n g  e a r l y  i n d i c a t i o n s   ̂^  ̂ of  a

s t a r c h - l i k e  m a t e r i a l  i n  b l u e  - g r e e n  a l g a e ,  H o u g h  e

e s t a b l i s h e d  by  m é t h y l a t i o n  a n a l y s i s  t h a t  t h e  g l u c a n  i n

a n  O s c i l l a t o r i a  s p e c i e s  w a s  a  f a i r l y  t y p i c a l  a m y l o p e c t i n

w i t h  a n  a v e r a g e  c h a i n - l e n g t h  of  23 to  26 u n i t s .  S t a r c h
1 2 1

g r a n u l e s  i n  t h e  o r d i n a r y  s e n s e  a r e  a b s e n t ,  b u t  t i n y ,

r o u g h l y  c y l i n d r i c a l  p a r t i c l e s  h a v e  b e e n  c l e a r l y
123

d e m o n s t r a t e d  in  N o s t o c  m u s  c o r  u m .

T h e  m a t e r i a l  y i e l d e d  c a . 95% of  D - g l u c o s e  

u p o n  a c i d i c  h y d r o l y s i s ,  t h e  r e m a i n d e r  b e i n g  f i r m l y -  

b o u n d  p r o t e i n .

T h e r e  i s  c o n s i d e r a b l y  d o u b t  c o n c e r n i n g  th e  

p r e s e n c e  of c e l l u l o s e  i n  C y a n o p h y t a .  H i s  to  c h e m i c a l  

w o r k s  i n d i c a t e  t h e  p r e s e n c e  of  s o m e  m i c r o f i b r i l s ,  

h e a v i l y  e n c r u s t e d  w i t h  a m o r p h o u s  m a t e r i a l .  T h e s e  

s t a i n  w i t h  i o d i n e  in  c o n c e n t r a t e d  a q u e o u s  s u l f u r i c  a c i d ,  

z i n c  c h l o r i d e  o r  c a l c i u m  c h l o r i d e ,  b u t  p - (1 — ^ 4 ) -

l i n k e d  x y l a n s  a n d  m a n n a n s  a r e  a l s o  s t a i n e d  b y  t h e s e
.  124r e a g e n t s .

No  s t r u c t u r a l  s t u d i e s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  

o n  p o l y s a c c h a r i d e s  of  b l u e  g r e e n  a l g a e .  S o m e  w o r k e r s  

h a v e  p u b l i s h e d  o n l y  t h e  c a r b o h y d r a t e  c o m p o s i t i o n s  of  

O - s o m a t i c  s i d e - c h a i n s  ( m o l e s  p e r  c e n t )  a n d  of  

e x t r a c e l l u l a r  m u c i l a g e s  ( m o l a r  r a t i o )  f r o m  C y a n o p h y t a .  

In  n e a r l y  a l l  t h e  s p e c i e s  i n v e s t i g a t e d  g l u c o s e  a p p e a r e d  

to  be  t h e  m a j o r  s u g a r  a m o n g  o t h e r  c o n s t i t u e n t s .
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6 9. G r e e n w o o d  C. T .  a n d  T h o m s o n  j ' .  J .  C h e m .  S o c .  1534  (1961)

70 .  P e a t s . ,  T u r v e y  J . R .  F  o r t s c h .  C h e m .  O r  g. N a t .  S to f f e  , 2 3 ,

1 (1965) .

71 .  R e e s ,  D . A .  " C a r b o h y d r a t e  s u l p h a t e s "  in  A n n .  R e p o r t s , 46 9 ,  

( 1 9 6 5 )

72.  B u l l  A .  T . ,  L a g n a d o  J . R .  , T h o m a s  J . O.  T i p t o n  K . F .  

C o m p a n i o n  to B i o c h e m i s t r y  ( L o n g m a n  G r o u p  L t d ) ,  328  (1974 ) .
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73.  A r a k i  C .  P r o c .  5 th  In t .  S e a w e e d  S y m p .  ( E . G .  Y o u n g ,  J .  E .

M c L a c h l a n ,  e d s . )  pp .  3 - 1 7  P e r g a m o n  P r e s s  (1966) .

74.  D u c k w o r t h  M .  a n d  Y a p h e  W . Ca r b o h y d .  R e s . 1 6 , 1 8 9 - 1  97 

( 1971 ) .

75.  Y o u n g  K .  D u c k w o r t h  M . a n d  Y a p h e  W. C a r b o h y d .  R e s . 1 6 ,

4 4 6 - 4 4 8  (1971) .

76.  B o w k e r  D.  M .  a n d  T u r v e y  J . R .  J .  C h e m .  S o c . 9 8 3 - 9 8 8  ; 9 8 9 -

992  ( 1 9 6 8 ).

77.  T u r v e y  J . R .  a n d  W i l l i a m s  E . L .  C a r b o h y d .  R e s . 4 9 , 41 9 - 4 2 5  

( 1 9 7 6 ).

78 .  N u n n  J . R .  a n d  P a r o l i s  H.  C a r b o h y d .  R e s . 9, 2 6 5 - 2 7 6  (1969)

79.  G r o l e a u  D . a n d  Y a p h e  W . C a n .  J . M i c r o b i o l . 6 7 2 - 7 9  (1977) .

8 0 .  H a m e r  G . K . ,  B h a t t a c h a r j e e  S.  S.  a n d  Y a p h e  W .  C a r b o h y d .  R e s .

C 7 - C 1 0  (1977) .

8 1 .  B h a t t a c h a r j e e  S.  S.  , Y a p h e  W .  a n d  H a m e r  G . K .  P r o c . 9 th  I n t . 

S e a w e e d  S y m p .  ( J e n s e n  A .  S t e i n j a n e t  R .  e d s .  ) p .  3 7 9 - 3 8 5  

P r i n c e t o n  S c i e n c e  P r e s s  (1 978) .

8 2 .  O ' N e i l l  A .  N.  J .  A m .  C h e m .  S o c .  , 76,  5 0 7 4 - 6  (1954) .

8 3 .  R e e s  D . A .  " C a r b o h y d r a t e  s u l p h a t e s '  i n  A n n u a l  R e p o r t s ,  4 69

( 1 9 6 5 ).

8 4 .  S m i t h  D.  B .  a n d  C o o k  W. H.  A r c h .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  , 4 5 , 

2 3 2 - 2 3 3  (1953) .

85 .  S t a n d o f f  D . J .  E x t r a c t i o n  of h y d r o c o l l o i d  f r a c t i o n s  f r o m  s e a  

p l a n t s .  ( to  M a r i n e  C o l l o i d s  In c .  ) U .  S.  P a t .  31 76003  (1965 ) .

8 6 .  C e r e z o A . S .  C a r b o h y d .  R e s . , 2 6 , 3 3 5 - 3 4 0  (1973 ) .

8 7. H i r a s e  S.  , a n d  W a t a n a s e  K.  B u l l .  I n s t .  C h e m .  R e s .  K y o to

U m y .  ± 0 ,  3 3 2 - 3 3 6  (1972) .

88 .  S m i t h  D . B . ,  C o o k  W . H.  a n d  N e a l  J .  L .  A r c h s  . B i o c h e m .  

B i o p h y s i c s , 5 3 , 1 92 (1954) .

89 .  P e r c i v a l  E . E .  C h e m .  Ind .  1 4 8 7 , ( 1 9 5 4 ).

90 .  R e e s  D . A .  A d v. C a r b o h y d .  C h e m . B i o c h e m . ( W o l f r o m  M .  L .  , 

T i p s o n  R . S .  e d s . )  2 4 ,  2 6 7 - 3 3 2  (1969) .

91 .  Y a p h e  W . C a n .  J . B o t . , 37 ,  751 - 7 5 7  (1959) .



28

92.  P a i n t e r  T . J .  P r o c.  5 t h  In t .  S e a w e e d  S y m p .  (Y oung  E . G . ;  

M c L a c h l a n  J  L .  e d s .  ) pp .  3 0 5 - 3 1 3  P e r g a m o n  P r e s s ,  L o n d o n ,

( 1 9 6 6 ).

93.  D a w e s  C . J .  P r o c.  9 th  Int .  S e a w e e d  S y m p . ( J e n s e n  A.

S t e i n  J a n e t  R .  e d s .  ) pp .  1 9 9 - 2 0 7 ,  P r i n c e t o n ,  S c i e n c e s  P r e s s  

( 1 9 7 8 ) .

94 .  L a w s o n  C.  J .  , R e e s  D. A . ,  S t a n d o f f  D . J .  a n d  S t a n l e y  N.  F .

J .  C h e m . S o c .  , 2 1 7 7 - 2 1 8 2  (1973) .

95 .  P e n m a n  A .  a n d  R e e s  D . A .  J .  C h e m .  S o c . , 2 1 8 2 - 2 1 8 7  (1 973 ).

96.  A r n o t t  S.  , S c o t t  N.  E .  , R e e s  D . A .  a n d  M c N a b C . G . A .

J .  M o l .  B i o l .  , 90,  2 5 3 - 2 6 7  (1974) .

97 .  R e e s  D . A .  a n d  W e l s h  E . J .  A n g e w . C h e m .  I n t . (E d .  E n g l . )

1_6, 2 1 4 - 2 2 4  (1977) .

98 .  A n d e r s o n  N .  S.  , D o l a n  T .  C .  S . ,  L a w s o n  C.  J .  , P e n m a n  A .  

a n d  R e e s  D . A .  C a r b o h y d .  R e s . , 1_, 4 6 8 - 4 7 3  (1968) .

99.  L i a n g  J . N .  , S t e v e n s  E . S.  , M o r r i s  E . R .  a n d  R e e s  D . A .  

B i o p o l y m e r s , j_8, 3 2 7 - 3 3 3  (1979) .

100 .  A r n o t t  S.  , F u l m e r  A . ,  S c o t t  W . E . ,  M o o r h o u s e  R . a n d  

R e e s  D A .  J .  M o l .  B i o l . , 90,  2 6 9 - 2 8 4  (1974) .

101 .  H a r r i s  M .  J .  a n d  T u r v e y  J . R .  C a r b o h y d .  R e s . , 1 5 , 57 

( 1970 ) .

102 .  U s o v  A . I . ,  Y a r o t s k y S . V .  a n d  S h a s h k o v .  B i o p o l y m e r s , 19,

977  ( 1 980 ) .

103 .  T u r v e y  J . R .  a n d  R e e s  D . A .  N a t u r e ,  1 8 9 , 831 (1961 ).

104 .  T u r y e y  J . R .  a n d  W i l l i a m s  T . D .  P r o c .  4 t h  In t .  S e a w e e d  S y m p . 

( R . D .  D e V i r v i l l e  a n d  J .  F e l d m a n ,  e d s . )  P e r g a m o n  P r e s s ,

O x f o r d  p. 370  (1964) .

105 .  N u n n  J . R .  , P a r o l i s  H . a n d  R u s s e l l  I. C a r b o h y d r .  R e s . ,2 0 ,

2 0 5 ,  (1971 ) .

106 .  N u n n  J . R . ,  P a r o l i s  H . a n d  R u s s e l l  I. C a r b o h yd r .  R e s .  , 29 ,

2 8 1 ,  (1973 ) .

107.  P e r c i v a l  E .  a n d  F o y l e  R . A .  J .  C a r b o h y d r .  R e s . ,  7 2 , 1 6 5 , ( 1 9 7 9 ) .

108 .  B a r r y  V .  C .  a n d  M c C o r m i c k  J . E .  J .  C h e m .  S o c .  , 2 7 7 7 ,  (1 957) .
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109 .  E v a n s  L . V . ,  C a l l o w  M .  E .  , P e r c i v a l  E .  a n d  F a r e e d  V . S.

J .  C e l l .  S c i .  1 (1974) .

110.  A r a k i  C . ,  M a s  h i  V . M e m o i r s  4 5 t h  A n n i v .  K y o t o  I n d u s  t r .  

T e c h .  S c h o o l ,  64 ,  (1948) .

111 .  W h y t e  J . N . C . ,  a n d  E n g l a r  J . R .  C a n .  J .  C h e m ., ^ 9 ,  

1 3 0 2 - 1 3 0 5  (1971) .

112 .  J o n e s  J . K . N . ,  J . C h e m . S o c . ,  3 2 9 2 ( 1 9 5 0 ) .

113 .  U s o v  A . I . ,  A d a m y a n t s  K.  S.  , Y a r o t s k y  S.  V.  , A n u s h i n a  A .  A . , 

K o c h e t k o v  N . K .  C a r b o h y d r .  R e s  . , 2 6 , 282  (1973 ) .

114 .  A u g i e r  J .  C o m p t .  R e n d . 2 4 2 , 1069  (1956) .

115 .  F r e i E .  a n d  P r e s t o n  R .  D.  P r o c .  R .  S o c .  L o n d o n  S e r . B .

I GOj  3 1 4 - 3 2 7  (1964) .

116 .  B j o r n d a h l  H.  ,E r i k s s o n  K . E . ,  G a r e g g  P e r  J . ,  L i n d b e r g  B .  

a n d  S w a n  B . A c t a  C h e m .  S c a n d .  , 1 9 , 2 3 0 9 - 2 3 1 5  (1965) .

117 .  T u r y e y  J . R .  a n d  W i l l i a m s  E . L .  P h y t o c h e m i s t r y , %  

2 3 8 3 - 2 3 8 8  (1970) .

118 .  C e r e z o A . S . ,  L e z e r o v i c h  A . , L a b r i o l a  R .  , a n d  R e e s  D . A .  

C a r b o h y d r .  R e s .  , 1_9, 2 8 9 - 2 9 6  (1971) .

119.  C e r e z o A . S .  C a r b o h y d r .  R e s .  , 2 0 9 - 2 1 1  (1972 ) .

120 .  P a g e n  J .  R e y . A l g o l .  11, 1, (1938) .

121 .  K y l i n  H. K g l  F y s i o g r a f. S Ë l l s k a p  i L u n d  F b r c h ,  1 3 , 1 (1943) ,

122 .  H o u g h  L .  , J o n e s  J . K .  N .  a n d  W a d m a n  W . H. J .  C h e m .  S o c .  , 

3 393  ( 1 9 5 2 ).

123 .  L e e  C h a o  a n d  B o w e n  C . C .  J . B a c t e r i o l . 1 0 5 , 331 (1971 ) .

124.  G a i l l a r d  B . D. E . , T h o m p s o n  N.  S.  a n d  M o r a k  A . J .

C a r b o h y d r .  R e s .  1 1 , 5 09 (1969) .
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C H A P T E R  II

g e n e r a l  m e t h o d s

2 . 1 .  P h y s i c a l  T e c h n i q u e s

2 . 1. 1, W a t e r ;  d e i o n i s e d ,  d i s t i l l e d  w a t e r  w a s  u s e d  i n  a l l

e x p e r i m e n t s .

2 . 1 . 2 .  E v a p o r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e

u s i n g  a ' B u c h i "  r o t a t o r y  e v a p o r a t o r  w i t h  w a t e r  b a t h  b e t w e e n  

3 0 - 4 0 ° C .

2.  1 . 3 .  M e l t i n g  p o i n t s  w e r e  d e t e r m i n e d  o n  a  G a l l e n k a m p

m i c r o - m e l t i n g  p o i n t  a p p a r a t u s .

2 . 1 . 4 .  S p e c i f i c  r o t a t i o n s  w e r e  m e a s u r e d  o n  a  P e r k i n - E l m e r

141 p o l a r i m e t e r ,  u s i n g  a  1 d m  p o l a r i m e t e r  t u b e .  A l l  s a m p l e s
o

w e r e  m e a s u r e d  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n  a t  25 C u s i n g  th e  s o d i u m  

D l i g h t .

2 . 1 . 5 .  D i a l y s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  V i s k i n g  C e l l o p h a n e  t u b i n g  

a g a i n s t  d i s t i l l e d  w a t e r  w i t h  a  s o l u t i o n  of  s o d i u m  a z i d e  a c t i n g  

a s  a  b a c t e r i o s t a t .  T h e  t u b i n g  w a s  i n i t i a l l y  b o i l e d  w i t h  w a t e r  

f o r  a  c o u p l e  of  m i n u t e s  in  o r d e r  to  r e n d e r  i t  f r e e  of  g l y c e r o l .

2 .  1 . 6 .  R e s i n  u s e d  w a s  A m b ë r l i t e  o r  B i o d e m i n r o l i t  u n l e s s

s t a t e d  o t h e r w i s e .

2.  1 . 7 .  F r e e z e  d r y i n g  ( l y o p h i l i s a t i o n )  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  a

C h e m - I a b  f r e e z e  d r i e r ,  a t  a  p r e s s u r e  of  0. 1 - 0 .  2 t o r r  a n d  

- 4 0 ° C . S a m p l e s  w e r e  f i r s t  f r o z e n  i n  a  c a r  d i c e  - a c e t o n e  

m i x t u r e .

2 .  1 . 8 .  S o m e  s o l u t i o n s  a n d  h y d r o l y s a t e s  w e r e  f i l t e r e d  t h r o u g h

m i l l i p o r e  f i l t e r s  ( 0 . 4 5 ^ )  b e f o r e  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n s .

2 . 1 . 9 .  M o l e c u l a r  s i e v e s  4A (BDH) w e r e  a c t i v a t e d  by  h e a t i n g  

a t  4 0 0 °  f o r  4 h o u r s .

2 . 1 . 1 0 .  P r e p a r a t i v e  ( q u a n t i t a t i v e )  3 M . M .  W h a t m a n  a n d

17 M .  M .  p a p e r  c h r o m a t o g r a m s  w e r e  f i r s t  w a s h e d  w i t h  

d e i o n i s e d  w a t e r .

2 .  1.11. U l t r a v i o l e t  a n d  v i s i b l e  a b s o r b a n c e s  w e r e  d e t e r m i n e d

u s i n g  a  P y e  U n i c a m  S P 5 0 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r .
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2. 1 . 12.  G a s  l i q u i d  c h r o m a t o g r a m s  w e r e  o b t a i n e d  on  a

P y e  104 a p p a r a t u s  w i t h  a s  c a r r i e r  g a s .

2 .  1. 13.  M a s s  s p e c t r a  w e r e  o b t a i n e d  on a  M i c r o m a s s  12F

a p p a r a t u s .

2 . 2 .  P u r i f i c a t i o n  of  S o l v e n t s

2 . 2 .  1. M e t h a n o l  w a s  p u r i f i e d  a s  d e s c r i b e d  by  V o g e l ,  ^

d i s t i l l e d  w i t h  t h e  e x c l u s i o n  of  m o i s t u r e  a n d  s t o r e d  o v e r  

a c t i v a t e d  4 A m o l e c u l a r  s i e v e s .

2 . 2 . 2 .  C h l o r o f o r m  w a s  d i s t i l l e d  f r o m  a n h y d r o u s  s o d i u m  

s u l p h a t e  a n d  s t o r e d ,  r e f r i g e r a t e d ,  k e p t  i n  b r o w n  g l a s s  

b o t t l e  o v e r  a n h y d r o u s  s o d i u m  s u l p h a t e .

2 . 2 . 3 .  P y r i d i n e  w a s  d i s t i l l e d  f r o m  s o d i u m  h y d r o x i d e  

p e l l e t s  a n d  s t o r e d  o v e r  s o d i u m  h y d r o x i d e  o r  p o t a s s i u m  

h y d r o x i d e  p e l l e t s .  (B D H  A n a l a r ) .

2 . 3 .  A c i d  H y d r o l y s i s

2 . 3 . 1 .  F o r m i c  a c i d  m e t h o d

T h e  s a m p l e  w a s  d i s s o l v e d  in  90% f o r m i c  a c i d  ( ça .

35 m l  f o r  100 m g )  a n d  s o l i d  c a r b o n  d i o x i d e  a d d e d  to  p r o v i d e  

a n  i n e r t  a t m o s p h e r e .  T h e  f l a s k  w a s  s e a l e d  ( r u b b e r  a n d  

w i r e )  a n d  h e a t e d  f o r  6 - 8  h r s  i n  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h .  T h e  

h y d r o l y s a t e  w a s  d i l u t e d  w i t h  w a t e r  (5 v o l .  ) a n d  h e a t e d  a t  

1 0 0 ° C  f o r  a  f u r t h e r  2 h o u r s  i n  o r d e r  to  h y d r o l y s e  th e  

f o r m y l  e s t e r s .  T h e  s o l u t i o n  w a s  e v a p o r a t e d  i n  a  B U c h i  

e v a p o r a t o r .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  by  r e p e a t e d  a d d i t i o n s  of  

m e t h a n o l  u n t i l  f o r m i c  a c i d  c o u l d  no  l o n g e r  be d e t e c t e d .

2 . 3 .  2 .  S u l p h u r i c  a c i d  m e t h o d  (m o l a r )

T h e  s a m p l e  w a s  d i s s o l v e d  in  M - s u l p h u r i c  a c i d  a n d  a  

s m a l l  a m o u n t  of s o l i d  C O ^  w a s  a d d e d  to  g i v e  a n  i n e r t  

a t m o s p h e r e .  T h e  f l a s k  w a s  s e a l e d  a n d  p l a c e d  i n t o  a  

b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  4 h o u r s .  T h e  h y d r o l y s a t e  w a s  

t r a n s f e r r e d  to  a  s e p a r a t o r y  f u n n e l  a n d  a n  e q u a l  v o l u m e  of 

5% N - d i o c t y l a m i n e  in  c h l o r o f o r m  w a s  a d d e d  to  n e u t r a l i s e  

t h e  a c i d .  A f t e r  v i g o r o u s  s h a k i n g  f o r  s o m e  m i n u t e s  i t
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w a s  a l l o w e d  to  s e t t l e  a n d  th e  o r g a n i c  l a y e r  d i s c a r d e d .

T h i s  w a s  r e p e a t e d .  T h e  a q u e o u s  l a y e r  w a s  t h e n  s h a k e n  

w i t h  c h l o r o f o r m  o n l y  a n d  t h e  c h l o r o f o r m  l a y e r  d i s c a r d e d .  

T h e  a q u e o u s  l a y e r  w a s  t h e n  e v a p o r a t e d  d o w n  to d r y n e s s  

u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e .

2 . 3 . 3 .  72% S u l p h u r i c  a c i d  r h e t h o d ^^

C o l d  72% s u l p h u r i c  a c i d  w a s  a d d e d  to  t h e  s a m p l e  

a n d  th e  m i x t u r e  l e f t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  o n e  h o u r .  

W a t e r  (10 v o l u m e s )  w a s  a d d e d  w i t h  c o o l i n g  a n d  th e  s o l u t i o n  

h e a t e d  f o r  4 h o u r s  i n  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h .  A f t e r  c o o l i n g  

th e  h y d r o l y s a t e  w a s  n e u t r a l i s e d  w i t h  s o l i d  a n a l a r  b a r i u m  

c a r b o n a t e .

2,  3 . 4 .  T r i o f l u o r o a c e t i c  a c i d  m e t h o d

T h e  s a m p l e  w a s  d i s s o l v e d  i n  2 M t r i f l u o r o a c e t i c  

a c i d  a n d  th e  s e a l e d  t u b e  w a s  h e a t e d  a t  12 0 ° C  f o r  2 h o u r s .

T h e  h y d r o l y s a t e  w a s  t h e n  c o o l e d ,  d i l u t e d  w i t h  w a t e r  a n d  

e v a p o r a t e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e ;  d i l u t i o n  w i t h  w a t e r  

a n d  s u b s e q u e n t  e v a p o r a t i o n  w a s  c o n f i r m e d  u n t i l  t h e  

h y d r o l y s a t e  w a s  n e u t r a l .

2 . 4 .  C h r o m a t o g r a p h y

2 . 4 .  1. P a p e r  c h r o m a t o g r a p h y

P a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  w a s  c a r r i e d  o u t  by  the  

d e s c e n d i n g  t e c h n i q u e  u s i n g  W h a t m a n  N o .  1 a n d  N o .  3 p a p e r s  

f o r  q u a l i t a t i v e  a n a l y s i s  a n d  W h a t m a n  N o .  3 a n d  N o .  17 p a p e r s  

f o r  p r e p a r a t i v e  s e p a r a t i o n s .

A l l  p r e p a r a t i v e  p a p e r s  w e r e  w a s h e d  w i t h  d i s t i l l e d  

w a t e r  b e f o r e  b e i n g  u s e d .

T h e  s o l v e n t  s y s t e m s  u s e d  f o r  t h i s  m e t h o d  w e r e  a s

f o l l o w s  :

2 . 4 .  1 . 1 .  n - b u t a n o l : p y r i d i n e : w a t e r  (6 :4 :3 ,  by  v o l .  )^

2 . 4 .  1 . 2 .  e t h y l  a c e t a t e : a c e t i c  a c i d : f o r m i c  a c i d : w a t e r
( 1 8 : 3 : 1 : 4 ,  by  v o l .  )^

4
2 . 4 .  1 . 3 .  n - b u t a n o l : e t h a n o l : w a t e r  (40:11:1 9, by  v o l .  )
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2. 4.  1 . 4.  n - b u t a n o l : e t h a n o l : w a t e r  (3 :1 :1 ,  by  vo l )
3% c e t y l  p y r i d i n i u m  c h l o r i d e  ( w/ v )

2 . 4 . 1 .  5. n - b u t a n o l : a c e t i c  a c i d : w a t e r  ( 5 0 : 1 2 : 2 5 ,  by  v o l .  )^

2 . 4 . 2 .  l o n o p h o r e s i s

T h e  S h a n d  on  h i g h  v o l t a g e  e l e c t r o p h o r e s i s  a p p a r a t u s  

L 2 4  w a s  u s e d  w i t h  W h a t m a n  N o .  3 M M  p a p e r  a n d  th e  

f o l l o w i n g  e l e c t r o l y t e s :
7

2. 4 .  2 . 1 .  B o r a t e  w i t h  c a l c i u m  i o n s

0. OIM  s o d i u m  t e t r a b o r a t e  ( b o r a x )  in  w a t e r  

c o n t a i n i n g  0. 005 M c a l c i u m  c h l o r i d e  (pH = 9 . 2 )  

e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  f o r  2 . 0  h  a t  2 kV .

2. 4 .  2 . 2 .  P y r i d i n e / A c e t i c  a c i d ^

P y r i d i n e  (1 l i t r e )  a d j u s t e d  to  p H  = 6 . 8  w i t h  5% 

a c e t i c  a c i d  in  w a t e r .  T h e  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  

o u t  f o r  2 h  a t  3 0 0 0  v o l t s .

2 .  4 .  2 .  3 .  B o r a t e ^

0 . 2  M  s o d i u m  b o r a t e  in  w a t e r  a d j u s t e d  to  p H l  0 

w i t h  s o d i u m  h y d r o x i d e .  E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  

o u t  f o r  2 h  a t  2 .  000 v o l t s .

2 . 4 . 3 .  T r i m e t h y l s i l y l a t e d  g l a s s  f i b r e  p a p e r  ( T G F P )  e l e c t r o 

p h o r e s i s  m e t h o d .

2 . 4 . 3 .  1 .B u f f e r s  : 1 ) 0 . 1  M  a c e t a t e  p H  5 c o n t a i n i n g  0. 0 2 M  E D T A

2) 0 . 2  M  s o d i u m  b o r a t e  i n  w a t e r  a d j u s t e d

to p H  10 w i t h  s o d i u m  h y d r o x i d e .

2.  4 .  3. 2.  P r e p a r a t i o n  of  T G F P :

G l a s s  f i b r e  p a p e r  ( W h a t m a n  G F / 8 1  o r  G F /  A )

w a s  c u t  i n to  s t r i p s  of 14 c m  w i d t h  a n d  h e a t e d  a t  4 0 0  C

f o r  2 h o u r s  i n  a n  o v e n  to  b u r n  o u t  a l l  t h e  o r g a n i c  

m a t e r i a l s ,  t h e n  i m m e r s e d  f o r  18 h.  i n  C C l ^  c o n t a i n i n g  

2% d i m e t h y l  d i c h l o r o s i l a n e ,  r i n s e d  in  t o l u e n e  a n d  d r i e d .

T h e  T G F P  s t r i p s  w e r e  t h e n  w e t t e d  by  f l o a t i n g  f o r  18 h o u r s  

i n  a  t r a y  c o n t a i n i n g  the  a p p r o p r i a t e  b u f f e r  to  w h i c h  T w e e n - 2  0 

(0. 2 % by  v o l u m e )  h a d  b e e n  a d d e d .
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2,  4 .  3 .  3 ,  A n a l y t i c a l  e l e c t r o p h o r e s i s

T G F P  s t r i p s  w e r e  b l o t t e d  o n l y  l i g h t l y  b e f o r e  

b e i n g  s u b j e c t e d  to  e l e c t r o p h o r e s i s , B e f o r e  a p p l i c a t i o n  

of  t h e  s a m p l e  i t  w a s  f o u n d  a d v a n t a g e o u s  to  p r e - e q u i l i b r a t e  

f o r  1 0 - 2  0 m i n u t e s  a t  the  r u n n i n g  v o l t a g e .  T h e  s a m p l e ,  

u s u a l l y  1 -5  ^ g  in  ç a .  2 ^1 of  b u f f e r  w a s  a p p l i e d  a t  o r  n e a r  

t h e  m i d - p o i n t  of t h e  s t r i p .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  w e r e ;  

p o t e n t i a l  g r a d i e n t  1 0 0 0 - 1 3 0 0  v o l t s ,  c u r r e n t  4 0 - 6 0  m A ,  

r u n n i n g  t i m e  2 0 - 4 0  m i n u t e s .

2 . 4 .  3 .  4 .  L o c a t i o n  a n d  q u a n t i ta t i o n

W h e n  the  s e p a r a t i o n  w a s  c o m p l e t e d  th e  s t r i p s  

w e r e  d r i e d  i n  a i r  a n d  th e  p o l y s a c c h a r i d e s  w e r e  l o c a t e d  

e i t h e r  by;

1 ) d i p p i n g  f i r s t  in  a  s a t u r a t e d  t o l u d i n e  b l u e  s o l u t i o n  i n  

e t h a n o l ^   ̂ f o r  5 m i n u t e s ,  t h e n  i n  40% a q u e o u s  e t h a n o l  

f o r  a  f u r t h e r  5 m i n u t e s  a n d  f i n a l l y  w a s h i n g  i n  e t h a n o l .

D a r k  b l u e  s p o t s  a p p e a r  on  p a l e  b l u e  b a c k g r o u n d ,  o r  

2) b y  p l a c i n g  the  s t r i p s  15 m i n u t e s  i n  t h e  f i x i n g  s o l u t i o n  

m a d e  of  20  m l  35% f o r m a l d e h y d e  in  80  m l  e t h a n o l .

A f t e r  d r y i n g  the  s t r i p s  w e r e  s p r a y e d  w i t h  a  s o l u t i o n  

c o n t a i n i n g  0. 04 g t o l u d i n e  b lu e  i n  80 m l  a c e t o n e  a n d  

20  m l  w a t e r .  T h e  e x c e s s  d y e  w a s  f i r s t  r i n s e d  w i t h  a 

d i p  s o l u t i o n  (5% a q u e o u s  a c e t i c  a c i d )  a n d  f i n a l l y  w i t h  

w a t e r .

2 . 5 .  S t a i n i n g  r e a g e n t s :

In  o r d e r  to  l o c a t e  a n d  i d e n t i f y  c o m p o u n d s  o n  p a p e r

c h r o m a t o g r a m s  a n d  e l e c t r o p h e r o g r a m s  th e  f o l l o w i n g

s t a i n i n g  r e a g e n t s  w e r e  u s e d :
12

2 . 5 .  1. S i l v e r  n i t r a t e  d ip .

T h e  p a p e r  w a s  d i p p e d  s e q u e n t i a l l y  in

1) s a t u r a t e d  s i l v e r  n i t r a t e  s o l u t i o n  ( 2 . 5  m l )  a n d  w a t e r  

(10 m l )  i n  a c e t o n e  500  m l .

2) s o d i u m  h y d r o x i d e  (20 g) i n  w a t e r  (40 m l )  a n d  e t h a n o l  960 m l ,

3) 10% a q u e o u s  s o d i u m  t h i o s u l p h a t e .



35

T h e  p a p e r s  d r i e d  a t  e a c h  s t a g e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .
13

2.  5 . 2.  A n i l i n e  o x a l a t e  s p r a y

A s a t u r a t e d  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  by  a d d i n g  

a n i l i n e  o x a l a t e  (25 g) i n  50% a q u e o u s  e t h a n o l  (1 I t .  ) 

a n d  s t i r r i n g  v i g o r o u s l y  d u r i n g  1 2 - 1 8  h o u r s  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e .

T h e  p a p e r s  w e r e  t h e n  d r i e d  a t  1 0 5 ° C .
14

2 . 5 .  3 . G l u c o s e  o x i d a s e

" G l u c o s t a t "  k i t  ( W o r t h i n g t o n  B i o c h e m i c a l  C o m p a n y )  

w a s  p r e p a r e d  a s  d i r e c t e d .  A p i n k  c o l o u r  i n d i c a t i n g  th e  

p r e s e n c e  of  D ^ g l u c o s e  d e v e l o p s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

5 m i n u t e s  a f t e r  d i p p i n g  th e  p a p e r  c h r o m a t o g r a m  in  t h i s  

s o l u t i o n .
14

2 . 5 . 4 .  G a l a c t o s e  o x i d a s e

" G a l a c t o s t a t "  k i t  ( W o r t h i n g t o n  B i o c h e m i c a l  C o m p a n y )  

w a s  p r e p a r e d  a s  d i r e c t e d .  A p i n k  c o l o u r  i n d i c a t i n g  th e  

p r e s e n c e  of  1 3 - g a l a c t o s e  d e v e l o p s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

5 m i n u t e s  a f t e r  h a v i n g  d i p p e d  the  p a p e r  c h r o m a t o g r a m  i n  t h i s  

s o l u t i o n .

2 . 5 . 5 .  N i n h y d r i n

A f r e s h l y  m a d e  s o l u t i o n  of  n i n h y d r i n  (2 g) i n  

e t h a n o l  (100 m l )  w a s  u s e d .  A b lu e  c o l o u r  s p e c i f i c  f o r  

a m i n o  a c i d s  d e v e l o p e d  a f t e r  5 m i n u t e s  a t  7 0 ° C .

2 . 6 .  G a s  L i q u i d  C h r o m a t o g r a p h y  ( g . l . c .  )

2 . 6 . 1 .  I n s t r u m e n t a t i o n

A P y e  104 g a s  c h r o m a t o g r a p h  w i t h  n i t r o g e n  

c a r r i e r  g a s  a n d  f l a m e  i o n i s a t i o n  d e t e c t o r  w i t h  g l a s s  

c o l u m n  (3 m  X 5 m m )  w a s  u s e d .

2 . 6 .  2 .  C o l u m n

T h e  c o l u m n  u s e d  w a s  p a c k e d  w i t h  3% O V 225 

( c y a n o p r o p y l - m e t h y l - p h e n y l  m e t h y l  s i l i c o n e )  c o a t e d  

o n  1 0 0 - 1 2 0  g a s c h r o m  Q.
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2 , 6 .  3.  G a s  c h r o m a t o g r a p h y  l i n k e d  to  m a s s  s p e c t r o m e t r y

2 . 6 . 3 .  1. A P y e  104 g a s  c h r o m a t o g r a p h  w i t h  h e l i u m

c a r r i e r  g a s  w a s  c o u p l e d  to a  V G  M i c r o m a s s  1 2 F  m a s s

s p e c t r o m e t e r  w i t h  a  t o t a l  i o n  m o n i t o r  d e t e c t o r  s y s t e m .

F o r  E l  s p e c t r a  t h e  ' i o n  s o u r c e ' w a s  o p e r a t e d  a t  a b o u t

2 00  C,  70 eV a n d  20 ^  A t a r g e t  c u r r e n t  u n d e r  a  p r e s s u r e  
— ̂

of  10 t o r r .  F o r  C l  s p e c t r a  t h e  ' i o n  s o u r c e ' w a s  

o p e r a t e d  a t  a b o u t  15 0 ° C ,  50 eV a n d  1 000 ^  A u n d e r  a  

p r e s s u r e  of 0 . 4 - 0 .  5 t o r r  w i t h  i s o b u t a n e  a s  t h e  r e a c t a n t  

g a s .

2 . 6 . 3 .  2.A P e r k i n  E l m e r  S i g m a  3 g a s  c h r o m a t o g r a p h  w i t h  

h e l i u m  c a r r i e r  g a s  (30 m l / m i n )  c o u p l e d  to  a  K r a t o s  M S25 

m a s s  s p e c t r o m e t e r  w i t h  a  D a t a  S y s t e m  DS 5 OS c o m p u t e r  

w a s  u s e d .  I s o t h e r m i c  t e m p e r a t u r e  a t  1 7 0 ° C . T h e  

c o n d i t i o n s  w e r e  :

i o n i s a t i o n  p o t e n t i a l :  70eV

a c c e l e r a t i o n  v o l t a g e :  1 . 3 3  K v

e m i s s i o n  c u r r e n t :  1000  j i  A

i o n  s o u r c e  t e m p e r a t u r e  : 2 0 0 ° C

i n j e c t o r  t e m p e r a t u r e  : 2 0 0  C

i n t e r  p h a s e  t e m p e r a t u r e :  2 5 0 ° C

2.  7 A s s a y s  a n d  A n a l y s e s .

2 . 7 . 1  C a r b o h y d r a t e  c o n t e n t

C a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  w a s  e s t i m a t e d  b y  t h e  p h e n o l  
1 5s u l p h u r i c  a c i d  m e t h o d .  A 4% a q u e o u s  p h e n o l  s o l u t i o n  

(1 m l )  w a s  a d d e d  to a  s u g a r  s o l u t i o n  (1 m l )  c o n t a i n i n g  

b e t w e e n  10 - 100 jli g. * T h e n  5 m l  of  c o n c e n t r a t e d  

s u l p h u r i c  a c i d  w a s  a d d e d  r a p i d l y  by  m e a n s  of a n  a u t o 

m a t i c  p i p e t t e ,  t h e  s t r e a m  of  a c i d  b e i n g  d i r e c t e d  a g a i n s t  

t h e  l i q u i d  s u r f a c e  r a t h e r  t h a n  a g a i n s t  th e  s i d e  of  t h e  t e s t  

t u b e  i n  o r d e r  to  o b t a i n  g o o d  m i x i n g .  T h e  t u b e s  w e r e  

a l l o w e d  to  s t a n d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  3 0 m i n u t e s  a n d  

th e  c o l o u r  d e v e l o p e d  w a s  r e a d  a t  4 8 7  n m  o n  a  U n i c a m
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S P 5 0 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  S t a n d a r d  g r a p h s  p l o t t e d  

a b s o r b a n c e  v s .  c o n c e n t r a t i o n ,  w e r e  p r e p a r e d  f o r  

d i f f e r e n t  s u g a r s  a n d  m i x t u r e s  of  s u g a r s  i n  t h e  r a t i o s  

c o r r e s p o n d i n g  to  t h o s e  of  t h e  p a r t i c u l a r  p o l y s a c c h a r i d e ,

2 . 7 . 2  U r o n i c  a c i d  d e t e r m i n a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  by  two  

d i f f e r e n t  m e t h o d s .
16

2 . 7 . 2 . 1 .  T h e  m e  ta  - h y d r o x y d i p h e n y l  m e t h o d

T o  a  s a m p l e  s o l u t i o n  ( 0 . 6  m l )  c o n t a i n i n g  f r o m

1 . 5  to  6 0  p  g. u r o n i c  a c i d ,  a  0. 0125 M  s o l u t i o n  of  

s o d i u m  t e t r a b o r a t e  i n  c o n c e n t r a t e d  s u l p h u r i c  a c i d  

( 3 . 6  m l )  w a s  a d d e d .  T h e  s o l u t i o n s  w e r e  c o o l e d  in  

i c e  a n d  t h e n  m i x e d  a n d  h e a t e d  a t  1 0 0 °  f o r  5 m i n u t e s .

A f t e r  a g a i n  c o o l i n g  i n  i c e  th e  m - h y d r o x y - d i p h e n y l  

s o l u t i o n  (50 p  1, 0. 15% s o l u t i o n  i n  0 . 5 %  s o d i u m  h y d r o x i d e

w a s  a d d e d .  T h e  s o l u t i o n s  w e r e  s h a k e n  a n d  th e  

a b s o r b a n c e  m e a s u r e d  a t  520  n m  o n  a  U n i  c a m  S P 5 0 0  

s p e c t r o p h o t o m e t e r .

S t a n d a r d  g r a p h s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  t h e  d i f f e r e n t  

u r o n i c  a c i d s .
17

2 .  7. 2.  2.  M o d i f i e d  c a r b a z o l e  r e a c t i o n

T h e  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  ( 1 0 - 7 0  p  g of  u r o n i c  

a c i d  i n  1 m l  of w a t e r ,  the  t e s t  s o l u t i o n ,  w e r e  t r e a t e d  

a t  5 5 ° C  a n d  1 0 0 ° C  w i t h  a n d  w i t h o u t  b o r a t e  s o l u t i o n s .

(1) R e a c t i o n  w i t h o u t  b o r a t e  (b o th  5 5 °  a n d  1C 0°C )

T h e  t e s t  s o l u t i o n  (1 m l )  w a s  p r e v i o u s l y  c o o l e d  i n  i c e  

a n d  t h e n  c o n c e n t r a t e d  s u l p h u r i c  a c i d  (6 m l )  w a s  a d d e d  

a n d  th e  s o l u t i o n  c o o l e d  a g a i n .  A f t e r  th e  s a m p l e  w a s  

m i x e d  w i t h  a  V o r t e r  J r  m i x e r  i t  w a s  h e a t e d  f o r  20 

m i n u t e s  a t  the  a p p r o p r i a t e  t e m p e r a t u r e  a n d  a g a i n  c o o l e d  

i n  i c e .  A f t e r  th e  c a r b a z o l e  r e a g e n t  ( 0 . 2  m l  0. 1% 

s o l u t i o n  i n  e t h a n o l )  w a s  a d d e d ,  s a m p l e s  w e r e  m i x e d  a n d  

a l l o w e d  to  s t a n d  f o r  3 h o u r s  f o r  c o l o u r  d e v e l o p m e n t .
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(2) R e a c t i o n  w i t h  b o r a t e  a t  10Q°C

A 0, I M  b o r i c  a c i d  s o l u t i o n  in  c o n c e n t r a t e d  s u l p h u r i c  a c i d ,  

H ^ S O ^ - b o r a t e  r e a g e n t ,  (6 m l )  w a s  c o o l e d  in  a n  i c e  b a t h .  

C a r e f u l l y ,  0. 7 m l  of  t e s t  s o l u t i o n  w a s  l a y e r e d  o n  to p  o f  

t h e  c o l d  a c i d .  S a m p l e s  w e r e  m i x e d  ( a l l  e x a c t l y  th e  

s a m e  t i m e ,  ca^. 4 - 5  s e c o n d s )  a n d  a g a i n  e q u i l i b r a t e d  i n  t h e  

i c e  b a t h .  A f t e r  s a m p l e s  w e r e  h e a t e d  i n  a  b o i l i n g  w a t e r  

b a t h  f o r  15 m i n .  a n d  t h e n  c o o l e d  a g a i n .  C a r b a z o l e  

r e a g e n t  ( 0 . 2  m l )  w a s  a d d e d .  T h e  s o l u t i o n s  w e r e  m i x e d  

a n d  a g a i n  h e a t e d  f o r  10 m i n u t e s  a n d  c o o l e d  to  r o o m  

t e m p e r a t u r e .  C o l o u r  w a s  s t a b l e  f o r  a t  l e a s t  48 h.

(3 ) R e a c t i o n  w i t h  b o r a t e  a t  5 5 ° C

T h e  s a m e  p r o c e d u r e  a s  a b o v e  w a s  u s e d  e x c e p t  h e a t i n g  

b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  c a r b a z o l e  r e a g e n t  w a s  o m i t t e d .  

A f t e r  a d d i n g  c a r b a z o l e  r e a g e n t  t h e  s a m p l e s  w e r e  h e a t e d  

f o r  30  m i n u t e s  a t  5 5 ° C .  C o l o u r  d e v e l o p m e n t  w a s  t h e n  

c o m p l e t e d  a n d  s t a b l e  f o r  2 h . a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .

T h e  c o l o u r s  w h i c h  d e v e l o p e d  w e r e  r e a d  a t  530  n m  o n  a  

U n i c a m  S P 5 0 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r .

S t a n d a r d  g r a p h s  f o r  d i f f e r e n t  a c i d s  u n d e r  e a c h  o f  t h e

c o n d i t i o n s  w e r e  p r e p a r e d .

2 . 7 . 3  N i t r o g e n  a n d  p r o t e i n  c o n t e n t

N i t r o g e n  c o n t e n t  w a s  m e a s u r e d  by  A .  B e r n h a r d t

( W e s t  G e r m a n y )  by  B u t t e r w o r t h  L a b o r a t o r i e s  L t d .  ( U . K .  )

a n d  b y  T h e  S c h o o l  of  P h a r m a c y  ( U n i v e r s i t y  of  L o n d o n ) .

T h e  p r o t e i n  c o n t e n t  w a s  c a l c u l a t e d  b y  m u l t i p l y i n g  th e
18

f  i g u r e  f o r  n i t r o g e n  by  6 . 2 5 .

2 . 7 . 4 .  S u l p h a t e  e s t i m a t i o n

T h e  p o l y s a c c h a r i d e  (10 m g )  w a s  d i g e s t e d  i n  a  s e a l e d  t u b e  

w i t h  a n a l a r  n i t r i c  a c i d  ( 1 m l  p l u s  a  f e w  m g  of  s o d i u m  

c h l o r i d e )  f o r  12 h o u r s  a t  1 0 0 ° C .  T h e n  th e  o p e n e d  t u b e  

w a s  p l a c e d  o v e r  a  b u n s e n  b u r n e r  a n d  th e  s a m p l e  

e v a p o r a t e d  to  d r y n e s s .



39

T h e n  th e  r e s i d u a l  s o l i d  w a s  t r e a t e d  w i t h  

c o n c e n t r a t e d  h y d r o c h l o r i c  a c i d  (1 m l )  a n d  e v a p o r a t e d  

a g a i n .  T h e  s o l i d  w a s  t r e a t e d  w i t h  w a t e r  (1 m l )  a n d  

e v a p o r a t e d  to  d r y n e s s .  T h e  t u b e  w a s  t h e n  p l a c e d  in  

a n  o v e n  a t  11 0 ° C  f o r  n o t  l e s s  t h a n  2 h o u r s .  T h e  

s a m p l e  w a s  t h e n  r e a d y  f o r  s u l p h a t e  e s t i m a t i o n  a n d  th e
1 9f o l l o w i n g  m o d i f i c a t i o n  of  th e  J o n e s  a n d  L e t h a m  m e t h o d  

w a s  a p p l i e d .

T o  th e  s u l p h a t e  s o l u t i o n s  (1 m l )  c o n t a i n i n g  

3 0 - 1 0 0  ^  g of  s u l p h a t e  i n  m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e s ,  t h e  

r e a g e n t  4 c h l o r o - 4 - a m i n o d i p h e n y l  (1 m l  of  0. 19% in  

0. 1 _M h y d r o c h l o r i c  a c i d )  a n d  a  t r a c e  of  s o l i d  h e x a d e c y l -  

t r i m e t h y l  a m m o n i u m  b r o m i d e  ( c e t a v l o n )  w e r e  a d d e d .  

A f t e r  m i x i n g ,  th e  s o l u t i o n s  i n c l u d i n g  a  b l a n k ,  w e r e  k e p t  

f o r  2 h o u r s  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d .  T h e  s u r f a c e  a c t i v e  

a g e n t  c a u s e d  th e  p r e c i p i t a t e s  to  f a l l  c o m p l e t e l y  to  t h e  

b o t t o m  of  t h e  t u b e s .  A l i q u o t s  of t h e  s u p e r n a t a n t s  

(0. 2 m l )  w e r e  r e m o v e d  to  v o l u m e t r i c  f l a s k s  a n d  d i l u t e d  

t o  25 m l  w i t h  0. 1 1^ h y d r o c h l o r i c  a c i d .  T h e  o p t i c a l  

d e n s i t i e s  of th e  r e s u l t i n g  s o l u t i o n s  w e r e  r e a d  a t  2 5 4  n m  

o n  a  U n i c a m  S P 5 0 0  a g a i n s t  the  b l a n k .  A l t e r n a t i v e l y  

t h e  b l a n k  a n d  e a c h  of  t h e  s o l u t i o n s  c a n  be r e a d  a g a i n s t  

d i s t i l l e d  w a t e r .  I n  th e  l a t t e r  c a s e  t h e  r e s u l t s  n e e d  to  be  

s u b t r a c t e d  f r o m  t h a t  of  the  b l a n k  to o b t a i n  th e  a m o u n t  of  

s u l p h a t e .  A g r a p h  of  w e i g h t  of S O ^  a g a i n s t  a b s o r p t i o n  

c a n  t h e n  be  c o n s t r u c t e d .  T h i s  s h o u l d  g i v e  a  s t r a i g h t  l i n e .

2 . 7 . 5  D e g r e e  of  p o l y m e r i z a t i o n  ( D . P . )
20

T h i s  w a s  e s t i m a t e d  a c c o r d i n g  to  t h e  T i m e l l  

m o d i f i c a t i o n  of  th e  P e a t  e_t ^  m e t h o d ? ^  T h r e e  

s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s ;

(1) A b l a n k  c o n t a i n i n g  w a t e r  ( 0 . 5  m l )  a n d  2% 

p o t a s s i u m  b o r o h y d r i d e  s o l u t i o n  ( 0 . 5  m l ) .

(2) A n  a q u e o u s  s u g a r  s o l u t i o n  ( 0 . 5  m l ,  c o n t a i n i n g
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6 0 - 8 0  p. g. a s  c a r b o h y d r a t e )  a n d  2% p o t a s s i u m  b o r o h y d r i d e  

( 0 . 5  m l ) .

(3) A 2 M  s u l p h u r i c  a c i d  s o l u t i o n  ( 0 . 5  m l )  c o n t a i n i n g  

t h e  s a m e  a m o u n t  of  s u g a r  in  (2) a n d  2% p o t a s s i u m  

b o r o h y d r i d e  s o l u t i o n  (0. 5 m l ) .

T h e s e  m i x t u r e s  w e r e  l e f t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

f o r  20 h o u r s .  T h e  o p t i c a l  d e n s i t y  of  e a c h  s o l u t i o n  

w a s  t h e n  m e a s u r e d  b y  p h e n o l  s u l p h u r i c  a c i d  m e t h o d  

T h e  o p t i c a l  d e n s i t y  of  s o l u t i o n  (1) w a s  u s e d  a s  a  b l a n k  

T h e  D . P .  of  th e  c a r b o h y d r a t e  m a t e r i a l  i s  g i v e n  b y  t h e  

f o l l o w i n g  r e l a t i o n s h i p .

D P = J P - - a iH
( O . D .  )N - ( O . D .  )R

w h e r e ,

( O . D .  )N =  o p t i c a l  d e n s i t y  of  n o n - r e d u c e d  
s o l u t i o n  (3)

(O. D.  )R =  o p t i c a l  d e n s i t y  of r e d u c e d  
s o l u t i o n  (2)

T h i s  e q u a t i o n  i s  v a l i d  o n l y  f o r  h o m o p o l y s a c c h a r i d e s .  

O t h e r w i s e  th e  O . D .  m a y  be c o n v e r t e d  i n to  t h e  c o r r e s p o n d 

i n g  w e i g h t  of  s u g a r  ( r e a d  off  t h e  a p p r o p r i a t e  s t a n d a r d  

g r a p h ) .  T h e n ,

w t .  of  n o n - r e d u c e d  c a r b o h y d r a t e ________________
D . P .  =

w t .  of n o n - r e d u c e d  c a r b o h y r . —  w t .  of  r e d u c e d
c a r b o h y d .

2 . 8 .  G e n e r a l R e a c t i o n s  a n d  P r e p a r a t i o n s

2 . 8 . 1 .  P r e p a r a t i o n  of A m b e r l i t e  IR 1 2 0 (H^) d r y  f o r m  i n  m e t h a n o l .

T h e  r e s i n  w a s  w a s h e d  w i t h  w a t e r  u n t i l  f r e e  of  

c o l o u r .  I t  w a s  t h e n  s t i r r e d  w i t h  m e t h a n o l  f o r  18 h o u r s  

a n d  t h e n  f i l t e r e d .  T h i s  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  t h r e e  

t i m e s ,  t h e  t h i r d  t i m e  d r y  m e t h a n o l  w a s  u s e d .  T h e  r e s i n  

w a s  t h e n  s t o r e d  u n d e r  d r y  m e t h a n o l .

2 . 8 . 2 .  P r e p a r a t i o n  of  m e t h a n o l i c  h y d r o g e n  c h l o r i d e .

H y d r o g e n  c h l o r i d e  g a s  w a s  p a s s e d  i n t o  d r y
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m e t h a n o l  u n t i l  s a t u r a t i o n  w a s  r e a c h e d .  T h e  s o l u t i o n  w a s  

t i t r a t e d  w i t h  M N a O H  a n d  d i l u t e d  w i t h  d r y  m e t h a n o l  a s  

r e q u i r e d .

A n  a l t e r n a t i v e  m e t h o d  of  p r e p a r a t i o n  c o n s i s t s  

i n  a d d i n g  c a r e f u l l y  a c e t y l  c h l o r i d e  (5 m l )  to  d r y  m e t h a n o l  

(95 m l ) ,  b u t  w i t h  t h i s  m e t h o d  o n l y  a  c a .  3% m e t h a n o l i c  

h y d r o g e n  c h l o r i d e  s o l u t i o n  i s  o b t a i n e d .

2 . 8 . 3 .  E s t é r i f i c a t i o n  of  u r o n i c  a c i d s .

2 .  8 .  3 . 1 .  T h e  s a m p l e  w a s  d r i e d  a t  4 0 ° C  o v e r  

p h o s p h o r u s  p e n t o x i d e  in  v a c u o .  T h e  d r y  s a m p l e  w a s  

r e f l u x e d  w i t h  c ^ .  3% m e t h a n o l i c  h y d r o g e n  c h l o r i d e  

( v o l u m e  e n o u g h  to  c o v e r  th e  s a m p l e )  f o r  18 h o u r s .

A C a C l ^  t u b e  w a s  u s e d  to  k e e p  a  d r y  a t m o s p h e r e .

T h e  s o l u t i o n  w a s  t h e n  n e u t r a l i s e d  w i t h  d r y  s i l v e r  c a r b o n a t e ,  

f i l t e r e d  a n d  th e  p r e c i p i t a t e  w a s h e d  w i t h  d r y  m e t h a n o l .

T h e  c o m b i n e d  f i l t r a t e  a n d  w a s h i n g s  w e r e  e v a p o r a t e d  to  

d r y n e s s .

2 .  8 .  3 . 2 .  T h e  s a m p l e  w a s  d r i e d  a s  a b o v e  a n d  

t h e n  d i s s o l v e d  i n  d r y  m e t h a n o l .  A s m a l l  a m o u n t  of
- j -

IR 12 0 ( H  ) r e s i n  ( d r y  f o r m )  w a s  a d d e d  a s  c a t a l y s t .

T h e  m i x t u r e  w a s  r e f l u x e d  f o r  18 h o u r s ,  t h e  r e s i n
28

f i l t e r e d  off  a n d  th e  m e t h a n o l  r e m o v e d  by  e v a p o r a t i o n .
22

2 . 8 . 4 .  R e d u c t i o n  of s u g a r s  to  a l d i t o l

T h e  s a m p l e  ( 2 0 - 2 5  m g )  w a s  d i s s o l v e d  i n  w a t e r  

(3 m l )  o r  w a t e r / m e t h a n o l  (1:1 v / v )  a n d  a  s m a l l  a m o u n t  

( s p a t u l a  t ip )  o f  s o d i u m  b o r o h y d r i d e  w a s  a d d e d  to  g i v e  

a p p r o x i m a t e l y  a  2% b o r o h y d r i d e  s o l u t i o n .  I t  w a s  l e f t  

s t a n d i n g  f o r  a b o u t  6 - 8  h o u r s .  If t h e  s o l u t i o n  w a s  n o t  

s t i l l  a l k a l i n e  a f t e r  t h i s  t i m e ,  m o r e  s o d i u m  b o r o h y d r i d e  

w a s  a d d e d  a n d  th e  m i x t u r e  l e f t  f o r  a n o t h e r  6 h o u r s  a n d  

t h e n  s h a k e n  w i t h  IR 120 (H^ r e s i n  to  n e u t r a l i t y .  A f t e r  

f i l t r a t i o n  the  f i l t r a t e  w a s  c o - d i s t i l l e d  w i t h  m e t h a n o l  to  

r e m o v e  b o r i c  a c i d  a n d  f i n a l l y  e v a p o r a t e d  to  d r y n e s s .  

F e h l i n g ' s  s o l u t i o n  w a s  u s e d  to  c h e c k  c o m p l e t e  r e d u c t i o n .
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23
2 . 8 . 5 .  A l d i t o l  a c e t a t e s

S a m p l e s  of  s u g a r  a l d i t o l s  o r  of  p a r t i a l l y  

m e t h y l a t e d  a l d i t o l s ,  d r i e d  in  a  d e s i c c a t o r ,  w e r e  d i s s o l v e d  

in  p y r i d i n e  l a c e t i c  a n h y d r i d e  m i x t u r e  (1:1 v / v )  a n d  h e a t e d  

f o r  3 0 m i n u t e s  a t  1 0 0 ° C .  A s m a l l  v o l u m e  of  t o l u e n e  

w a s  a d d e d ,  to  m a k e  e v a p o r a t i o n  e a s i e r ,  a n d  th e  s a m p l e  

w a s  e v a p o r a t e d  to  d r y n e s s  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  

( r o t a v a p o u r ) a t  40  C .  T h e  r e s i d u e  w a s  d i s s o l v e d  in  

c h l o r o f o r m  a n d  a n a l y s e d  by  g. 1. c .  a n d  g. 1. c .  m a s s  

s p e c t r o m e t r y .

2 . 8 . 6 .  E s t é r i f i c a t i o n  of a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  w i t h  d i a z o m e t h a n e

2 . 8 . 6 . 1 .  P r e p a r a t i o n  of  d i a z o m e t h a n e  :

T h e  m e t h o d  f o r  p r e p a r a t i o n  o f  d i a z o m e t h a n e  w a s
24

s i m i l a r  to  t h a t  of  De  B o e r  a n d  B a n k e r  . A s o l u t i o n  of  

p o t a s s i u m  h y d r o x i d e  (3 g) in  w a t e r  ( 5 m l )  w a s  m i x e d  

w i t h  m e t h y l d i g o l  (18 m l )  a n d  d i c h l o r o  m e t h a n e  (5 m l )  a n d  

h e a t e d  in  a n  o i l  b a t h  to  7 0 - 7 5 ° C .  A s o l u t i o n  of  t o l u e n e  - 

p - s u l p h o n y l  m e t h y l  n i t r o s o a m i d e  (10 g) in  d i c h l o r o  m e t h a n e  

(50 m l )  w a s  a d d e d  o v e r  a  p e r i o d  of  30  m i n u t e s  w i t h  

c o n s t a n t  s t i r r i n g ,  e f f e c t i n g  d i s t i l l a t i o n  of  d i a z o m e t h a n e  

t o g e t h e r  w i t h  d i c h l o r o m e t h a n e . T h e  d i s t i l l a t e  w a s  

c o l l e c t e d  i n  a  c o o l e d  r e c e i v e r  a n d  c o m p r i s e d  a p p r o x i m a t e l y  

65% d i a z o m e t h a n e .  T h e  d e e p  y e l l o w  s o l u t i o n  w a s  d r i e d  

o v e r  s o d i u m  h y d r o x i d e  p e l l e t s  a n d  s t o r e d  i n  a  r e f r i g e r a t o r  

a t  a  t e m p e r a t u r e  of a b o u t  0 C .

2. 8 .  6 .  2.  E s t é r i f i c a t i o n

S a m p l e s  of  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  w e r e
32

e s t e r i f i e d  w i t h  d i a z o m e t h a n e  a c c o r d i n g  to  W o o d ' s  m e t h o d .  

1 4 - 1 5  m g  of e a c h  s a m p l e  w e r e  e v a p o r a t e d  to  d r y n e s s  f r o m  

t h e i r  a q u e o u s  s o l u t i o n  a f t e r  s e p a r a t i o n  o n  p a p e r  c h r o m a t 

o g r a m  a n d  a n i o n - e x c h a n g e  r e s i n  c o l u m n  ( Z e r o l i t  F F I P ) .

A s o l u t i o n  of  d i a z o m e t h a n e  ( c o n t a i n i n g  5 m g )  i n  d i c h l o r o 

m e t h a n e  w a s  a d d e d  a n d  th e  r e a c t i o n  a l l o w e d  to  s t a n d



4 3

6 h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  A f t e r  e v a p o r a t i o n  

to  d r y n e s s  i n  o r d e r  to  r e m o v e  th e  s o l v e n t  a n d  e x c e s s  

of  d i a z o m e t h a n e ,  th e  s a m p l e s  w e r e  r e a d y  to  be  r e d u c e d  

a n d  m e t h y l a t e d .

2 . 8 . 7  M é t h y l a t i o n  of  o l i g o s a c c h a r i d e s

T h e  B i s h o p  a n d  P e r i l a ^ ^  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  K u h n ^ ^  

m é t h y l a t i o n  m e t h o d  w a s  u s e d .

T h e  o l i g o s a c c h a r i d e  ( 0 . 5 - 2  m g )  w a s  s h a k e n  w i t h

m e t h y l  i o d i d e  ( 0 . 2  m l ) ,  N - N  d i m e t h y l  f o r m a m i d e  ( 0 . 2

m l )  a n d  d r y  s i l v e r  o x i d e  ( 0 . 2  g) a t  r o o m  t e m p e r a t u r e

f o r  18 h o u r s  in  th e  d a r k .  T h e  r e a c t i o n  w a s  b e g u n  
o

a t  0 C a n d  m a i n t a i n e d  a t  t h a t  t e m p e r a t u r e  f o r  3 0 m i n u t e s .  

T h e  m i x t u r e  w a s  f i l t e r e d ,  th e  r e s i d u e  w a s h e d  w i t h  

d r y  c h l o r o f o r m  a n d  th e  c o m b i n e d  f i l t r a t e  a n d  w a s h i n g s  

w e r e  d r i e d  w i t h  a n h y d r o u s  c a l c i u m  s u l p h a t e .  T h e  

m e t h y l a t e d  p r o d u c t  w a s  o b t a i n e d  a f t e r  e v a p o r a t i o n  to  

d r y n e s s  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  (0. 03 m m )  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e .
27

2 . 8 . 8 .  D e s u l p h a t i o n  by  a l k a l i

A s a m p l e  of p o l y s a c c h a r i d e  ( 0 . 3 5  g) w a s  

d i s s o l v e d  i n  w a t e r  (35 m l )  a n d  p o t a s s i u m  b o r o h y d r i d e  

(65 m g )  w a s  a d d e d .  A f t e r  20 h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

3 M  s o d i u m  h y d r o x i d e  (15 m l )  w a s  a d d e d ,  w i t h  a  f u r t h e r  

q u a n t i t y  of p o t a s s i u m  b o r o h y d r i d e  (1 95 m g ) ,  a n d  th e  

m i x t u r e  w a s  h e a t e d  a t  8 0 ° C  f o r  7 h o u r s .  T h e  s o l u t i o n  

w a s  t r a n s f e r r e d  to  a  d i a l y s i s  s a c  a n d  d i a l y s e d  

e x h a u s t i v e l y  a g a i n s t  d i s t i l l e d  w a t e r ,  c o n c e n t r a t e d  a n d  

f r e e z e  d r i e d  ( 0 . 2 2  g).

2 . 8 . 9 .  D e s u l p h a t i o n  by  m e t h a n o l i c  h y d r o g e n  c h l o r i d e

A s a m p l e  of  th e  p o l y s a c c h a r i d e  ( 0 . 2 6  g) w a s  

s u s p e n d e d  i n  0. 08 M h y d r o c h l o r i c  a c i d  i n  m e t h a n o l  

(130  m l )  a n d  l e f t  s h a k i n g  o y e r n i g h t .  T h e  s o l i d  w a s
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f i l t e r e d  off  a n d  w a s h e d  w i t h  d r y  m e t h a n o l  a n d  s u s p e n d e d  

a g a i n  in  m e t h a n o l i c  h y d r o g e n  c h l o r i d e  s o l u t i o n  (130  m l )  

a n d  a g a i n  l e f t  on  a  s h a k e r  o v e r n i g h t .  A f t e r  a  t h i r d  

s i m i l a r  t r e a t m e n t  th e  s o l i d  w a s  r e d i s s o l v e d  i n  w a t e r  

a n d  f r e e z e - d r i e d ;  t h e n  e s t i m a t e d  f o r  s u l p h a t e  c o n t e n t  

( G M . 2 .  7 . 4 .  ).

2 . 8 .  10,  P r e p a r a t i o n  of  a  D E -5 2  i o n e x c h a n g e  c e l l u l o s e  c o l u m n

T h e  c e l l u l o s e  (200 g d i e t h y l a m i n o  e t h y l  D . E . A . E .  , 

g r a d e  D.  E .  52 p r e s w o l l e n )  w a s  s u s p e n d e d  i n  0. 5 M  H C l  

(2 l i t r e s )  a n d  d e a e r a t e d  w i t h  m a g n e t i c  s t i r r i n g  u n d e r  

v a c u u m  f o r  a b o u t  20 m i n .  A f t e r  s t a n d i n g  f o r  a n o t h e r  

2 0 m i n u t e s  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  a n d  th e  

c e l l u l o s e  f i l t e r e d  a n d  w a s h e d  w i t h  w a t e r  u n t i l  t h e  

f i l t r a t e  w a s  n e u t r a l .  T h e  c e l l u l o s e  w a s  t h e n  t r e a t e d  

w i t h  0. 5 M  s o d i u m  h y d r o x i d e  (2 1. ) i n  th e  s a m e  w a y  

a s  t h e  a c i d i c  s u s p e n s i o n .  T h e s e  tw o  o p e r a t i o n s  w e r e  

r e p e a t e d  t h r e e  t i m e s ,  a n d  i n  th e  l a s t  a l k a l i  t r e a t m e n t ,  

t h e  c e l l u l o s e  w a s  t r a n s f e r r e d  in to  a. c o l u m n  ( i n t e r n a l  

d i a m e t e r  3 .  0 c m  a n d  l e n g t h  39 c m ) .  T h e  m a t e r i a l  w a s  

w a s h e d  to  n e u t r a l i t y  w i t h  w a t e r .  T h e  c o l u m n  w a s  

e q u i l i b r a t e d  w i t h  0. 5 M. K C l  s o l u t i o n  (2 1. ) a n d  w a s h e d  

w i t h  w a t e r  u n t i l  t h e  w a s h i n g s  w e r e  c h l o r i d e  f r e e .

2 . 8 .  11.  P r e p a r a t i o n  of  S e p h a r o s e  4B  c o l u m n

2 . 8 .  11.  1. P a c k i n g  th e  c o l u m n

• T h e  s e p h a r o s e  4B w a s  o b t a i n e d  a l r e a d y  in  a  

s w o l l e n  s t a t e ,  s u p p l i e d  a s  a  " r e a d y - t o - u s e "  s u s p e n s i o n .  

B e f o r e  p a c k i n g  th e  c o l u m n ,  t h e  s u s p e n s i o n  w a s  d e g a s s e d  . 

u n d e r  v a c u u m  p r o d u c e d  by a  w a t e r  p u m p  u n t i l  b u b b l i n g  

c e a s e d .  T h e  c o l u m n  to  be  p a c k e d  w a s  f i r s t  f i l l e d  w i t h  

e l u a n t  u n t i l  t h e  d e a d  s p a c e  w a s  t a k e n  u p .  T h e n  t h e  g e l  

s l u r r y  w a s  p o u r e d  d o w n  t h e  i n s i d e  w a l l  of  t h e  c o l u m n .

A l l  the  g e l  r e q u i r e d  w a s  p o u r e d  in  a  s i n g l e  o p e r a t i o n .  

T h r o u g h o u t  p a c k i n g  a n d  d u r i n g  e l u t i o n  of  t h e  c o l u m n
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a c o n s t a n t  f lo w  r a t e  w a s  m a i n t a i n e d .  T w o  to  t h r e e  

c o l u m n  v o l u m e s  of e l u a n t  w e r e  p a s s e d  t h r o u g h  th e  

c o l u m n  i n  o r d e r  to s t a b i l i s e  th e  b e d  a n d  e q u i l i b r a t e  w i t h  

e l u a n t  b u f f e r  ( M K C l )

2 . 8 .  1 1 . 2  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  v o i d  v o l u m e  (Vo) a n d  th e  

t o t a l  v o l u m e  (Vt) of  t h e  c o l u m n  p a c k e d  w i t h  g e l  f i l t r a t i o n  

m e d i a .

B l u e  D e x t r a n  20 0 0  (2 m g / m l ,  P h a r m a c i a  F i n e

C h e m i c a l s )  a n d  g l u c o s e  (2 m g / m l )  w e r e  d i s s o l v e d  in

e l u t i o n  b u f f e r  a n d  a p p l i e d  to  t h e  c o l u m n  ( 0 . 5  m l ) .

E l u t i o n  w i t h  M K C l  a t  t h e  d e s i r e d  f l o w  r a t e ,  1 d r o p

e v e r y  15 s e c s .  , w a s  c a r r i e d  o u t  b y  m e a n s  of  a  p e r i s t a l t i c

p u m p  a n d  f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  (2 m l )  by  m e a n s  of  a n

a u t o m a t i c  c o l l e c t o r .  C a r b o h y d r a t e  of t h e s e  f r a c t i o n s

w a s  e s t i m a t e d  (CM  2 . 7 . 1 . )

F r o m  t h e  e l u t i o n  v o l u m e s  ( V e ) of  t h e  s a m p l e s ,

V o  a n d  V t  c o u l d  be  d e t e r m i n e d  a s  f o l l o w s :

V e  b l u e  d e x t r a n  =  V o  ( I n t e r s t i t i a l  v o l u m e  b e t w e e n
th e  g e l  g r a n u l e s  )

V e  g l u c o s e  =  V t  ( T o t a l  v o l u m e  of  t h e  p a c k e d
c o l u m n  k n o w n  a s  b e d  v o l u m e )

312 . 8 . 1 2 .  T h i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y

2 . 8 . 1 2 . 1 .  A p p a r a t u s

1) P l a s t i c  b a c k e d  F l  500  s i l i c a  g e l  f r o m  S c h l e i c h e r  

a n d  S c h u l l ,  D a s s e l ,  G e r m a n y  w a s  u s e d  a s  t h i n  

l a y e r  p l a t e .

2)  F i y e  m i c r o l i t r e  g r a d u a t e d  m i c r o s y r i n g e s

3) C h r o m a t o g r a p h y  t a n k ,  S h a n d o n  SAA 2 1 4 4 / D 6

28 X 28 X 28 c m  w i t h  c o y e r  a n d  a l u m i n i u m  t r a y .

4)  D i p p i n g  c h a m b e r  e s p e c i a l l y  c o n s t r u c t e d .

5)  H o t  a i r  o y e n ,  w i t h  a i r  c i r c u l a t i n g  f a n  a n d  m o t o r

f o r  r o t a t i n g  c h r o m a t o g r a m s  d u r i n g  c o l o u r  r e a c t i o n .

2.  8 .  12.  2.  S o l y e n t  s y s t e m  u s e a  w a s  e t h y l  a c e t a t e :  p y r i d i n e :  

a c e t i c  a c i d :  w a t e r  ( 6 : 3 : 1 :1) by  y o l u m e .
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2 . 8 .  1 2 . 3 .  C o l o u r  r e a c t i o n

P a r a - a m i n o  b e n z o i c  a c i d  ( P A B A  ) s o l u t i o n  w a s  u s e d  

a s  l o c a t i n g  r e a g e n t .  T h e  f o l l o w i n g  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  

T o  70 m l  of  P A  BA s t o c k  s o l u t i o n  (50 g P A  BA in  500 m l  

m e t h a n o l )  1 7 . 5  m l  of  o r t h o p h o s p h o r i c  a c i d  ( 9 0 g / d l )  w a s  

a d d e d ,  a n d  t h i s  m i x t u r e  m a d e  u p  to  500  m l  w i t h  m e t h a n o l .  

T h e s e  s o l u t i o n s  a r e  s t a b l e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  A d i p p i n g  

r a t h e r  t h a n  a  s p r a y i n g  t e c h n i q u e  i s  p r e f e r r e d  f o r  a p p l y i n g  

th e  P A  B A .

2 . 8 . 1 2 . 4 .  P r o c e d u r e

T w o  p l a t e s  w e r e  c u t  f r o m  one  s t a n d a r d  s i z e  (20 x  

20  c m )  p l a s t i c - b a c k e d  l a y e r .  M a r g i n s  w e r e  s c r a p e d  f r e e  

o f  s i l i c a  g e l  a t  t h e  s i d e s  a n d  to p  of e a c h  l a y e r .  S a m p l e s  

(1 m g / m l )  a p p l i c a t i o n s  of  5 ^  1 w e r e  m a d e  m a n u a l l y  b y  th e  

m i c r o s y r i n g e  t e c h n i q u e  a s  b a n d s  of 1. 5 c m  l o n g  a n d  0 . 5 -  

1. 0 c m  a p a r t  o n e  f r o m  e a c h  o t h e r  a l o n g  a  l i n e  of o r i g i n

1. 0 c m  a b o v e  th e  l o w e r  e d g e  of  th e  p l a t e .  A c o l d  a i r  

b l o w e r  h e l p s  to  d r y  t h e  s u r f a c e  of  t h e  l a y e r  t h r o u g h o u t  

t h e  a p p l i c a t i o n  of  th e  s a m p l e s .  E a c h  c h r o m a t o g r a p h  

w a s  r o l l e d  i n to  a  c y l i n d e r ,  w i t h  th e  p l a s t i c  s u r f a c e  

f a c i n g  o u t w a r d s  w i t h i n  a  250  m l .  b e a k e r .  T h e  b e a k e r  

w a s  i n v e r t e d  w i t h i n  th e  c h r o m a t o g r a p h y  t a n k  s o  t h a t  t h e  

l o w e r  e d g e  of  th e  l a y e r  s t a n d s  i n  t h e  a p p r o p r i a t e  

d e v e l o p i n g  s o l v e n t .  U p w a r d  d e v e l o p m e n t  w a s  p e r f o r m e d  

a s  m a n y  t i m e s  a s  r e q u i r e d  u s i n g  the  s a m e  s o l v e n t .

B e t w e e n  r u n s  th e  b e a k e r  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  p l a t e  d r i e d  

w i t h  t h e  c o l d  a i r  b l o w e r .  A f t e r  th e  l a s t  r u n  h a d  b e e n  

c o m p l e t e d  th e  p y r i d i n e  w a s  c o m p l e t e l y  r e m o v e d  by  

e x p o s i n g  th e  c h r o m a t o g r a m s  to  a c u r r e n t  of m i l d  w a r m  a i r  

o v e r n i g h t .

T h e  p l a t e  h e l d  a t  o n e  e d g e  by  a  s u i t a b l e  c l i p  w a s  

i n s e r t e d  r a p i d l y  i n to  the  l o c a t i n g  r e a g e n t  c o n t a i n e d  i n  th e  

s p e c i a l l y  c o n s t r u c t e d  d i p p i n g  c h a m b e r .  I m m e r s i o n
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s h o u l d  be  a s  b r i e f  a s  p o s s i b l e  to  a v o i d  z o n e  t r a i l i n g .

A f t e r  d r y i n g  f o r  10 m i n u t e s ,  a n d  e x c e s s  r e a g e n t  

w i p e d  f r o m  t h e  p l a s t i c  s u r f a c e  o f  the  l a y e r ,  t h e  c o l o u r  

r e a c t i o n  w a s  p e r f o r m e d  by h e a t i n g  the  p l a t e  i n  a  h o t  a i r  

o v e n  ( 1 1 0 - 1 1  5 ° C ) f o r  t h r e e  m i n u t e s .  T h e  r e a c t i o n  w a s  

i m p r o v e d  b y  r o t a t i n g  t h e  c h r o m a t o g r a m  by  m e a n s  of  a n  

e l e c t r i c  m o t o r .  T h e  c o l o u r s  p r o d u c e d  a r e  r e l a t i v e l y  

s t a b l e ,  b u t  i t  i s  a d v i s a b l e  to  p r e s e r v e  t h e  c h r o m a t o g r a m  

b y  s t o r i n g  a t  - 2 0 ° C  i n  a  p o l y e t h y l e n e  b a g .

2 . 8 . 1 3 .  S e p a r a t i o n  of  n e u t r a l  o l i g o  s a c  c h a r  d i e s  f r o m  a c i d i c  o l i g o 

s a c c h a r i d e s  u s i n g  a n  a n i o n  e x c h a n g e  r e s i n  c o l u m n .

A c o l u m n  c o n t a i n i n g  Z e r o l i t  F F I P  SR A 6 9 a n i o n  

e x c h a n g e  r e s i n  i n  c h l o r i d e  f o r m  (300 m g )  w a s  w a s h e d  

w i t h  2 M  N a O H  ( ' ^  3 1. ) u n t i l  w a s h i n g s  w e r e  f r e e  f r o m  

c h l o r i d e  ( t e s t e d  w i t h  s i l v e r  n i t r a t e  s o l u t i o n ) .  T h e  e x c e s s  

a l k a l i  w a s  r e m o v e d  by  w a s h i n g  th e  c o l u m n  w i t h  w a t e r  

u n t i l  n e u t r a l  p H  w a s  o b t a i n e d .  T h e n  t h e  r e s i n  w a s  

c o n v e r t e d  i n t o  th e  f o r m a t e  f o r m  b y  e l u t i o n  w i t h  2 M  f o r m i c  

a c i d  ( ' ^  5 1. ), a n d  t h e n  w i t h  w a t e r  u n t i l  n e u t r a l i t y .

S a m p l e  c o n t a i n i n g  n e u t r a l  a n d  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  w a s  

t h e n  l a y e r e d  on  to p  of t h e  c o l u m n  a n d  n e u t r a l  c o m p o n e n t s  

w e r e  e l u t e d  w i t h  w a t e r  u n t i l  t h e  e l u a n t  w a s  c a r b o h y d r a t e  

f r e e .  T h e n  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  w e r e  e l u t e d  w i t h  

g r a d i e n t  0. 5 - 2  M f o r m i c  a c i d .

2 . 8 . 1 4 .  P r o t e i n  a s s a y .

T h e  B i o  R a d  p r o t e i n  a s s a y  w a s  a p p l i e d .  T h i s .

m e t h o d  i s  b a s e d  on  the  b i n d i n g  of  a  d y e  to  p r o t e i n s  a n d

w h e n  t h i s  h a p p e n s  t h e r e  i s  a  s h i f t  i n  t h e  w a v e l e n g t h  of

m a x i m u m  a b s o r p t i o n  f r o m  465  n m  to  595  n m  a l l o w i n g  the
33

d e t e r m i n a t i o n  of t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  

m e t h o d  i n c l u d e s  p r e - t e s t e d  d y e  r e a g e n t  c o n c e n t r a t e  a n d  

a  s t a n d a r d  p r o t e i n  s o l u t i o n .
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2 . 8 .  14.  1. R e a g e n t  p r e p a r a t i o n

T h e  d y e  r e a g e n t  i s  p r o v i d e d  a s  a  f i v e - f o l d  c o n c e n 

t r a t e .  I t  m u s t  be  d i l u t e d  a n d  f i l t e r e d  p r i o r  to  u s e .

1 v o l u m e  of  d y e  c o n c e n t r a t e  w a s  d i l u t e d  w i t h  4 v o l u m e s  

of  h i g h  q u a l i t y  d e i o n i s e d  w a t e r ,  f i l t e r e d  t h r o u g h  "VVhatman 

N o .  1 p a p e r  a n d  s t o r e d  i n  a  g l a s s  c o n t a i n e r  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e .  D i l u t e d  r e a g e n t  m u s t  be  d i s c a r d e d  a f t e r

2 w e e k s .  D y e  r e a g e n t  c o n c e n t r a t e  s h o u l d  be s t o r e d  a t  

4 ° C .

T h e  B i o - R a d  P r o t e i n  S t a n d a r d  s u p p l i e d  c o n s i s t s  

o f  f r e e z e  d r i e d  b o v i n e  g a m m a  g l o b u l i n  s e a l e d  u n d e r  

n i t r o g e n .  20 m l  of w a t e r  w a s  a d d e d  to  r e c o n s t i t u t e  

i t  w h i c h  g a v e  a  c o n c e n t r a t i o n  of  a p p r o x i m a t e l y  1 . 4 m g /  m l .

A s  m a n y  s a m p l e s  w i l l  r e q u i r e  d i l u t i o n ,  a  

p h y s i o l o g i c a l l y  b u f f e r e d  s a l i n e  s o l u t i o n  i s  r e c o m m e n d e d  

f o r  d i l u t i o n  of  s a m p l e s  a n d  s t a n d a r d .

2 . 8 . 1 4 . 2 .  A s s a y  p r o c e d u r e

S e v e r a l  d i l u t i o n s  of  B i o - R a d  P r o t e i n  S t a n d a r d  

c o n t a i n i n g  f r o m  0 . 2  to 1 . 4  m g /  m l  w e r e  p r e p a r e d .

0. 1 m l  of  s t a n d a r d s  a n d  a p p r o p r i a t e l y  d i l u t e  u n k n o w n s  

w e r e  p l a c e d  in  c l e a n  a n d  d r y  t e s t  t u b e s .  5.  0 m l  d i l u t e d  

d y e  r e a g e n t  w e r e  a d d e d  to  e a c h  t u b e .

E a c h  tube  w a s  s h a k e n ,  a v o i d i n g  e x c e s s i v e  f o a m i n g  

a n d  a f t e r  15 m i n u t e s  ( c o u l d  be a f t e r  5 m i n u t e s  to  1 h o u r ) ,  

s a m p l e s  w e r e  m e a s u r e d  f o r  a b s o r b a n c e  a t  595  n m  a n d  r e a d  

a g a i n s t  a p p r o p r i a t e  b l a n k .

A g r a p h  of a b s o r b a n c e  r e a d i n g  a g a i n s t  c o n c e n t r a t i o n  

o f  s t a n d a r d s  w a s  p l o t t e d  a n d  u n k n o w n s  r e a d  f r o m  t h e  

s t a n d a r d  c u r v e .

2 . 8 .  15. P a r t i a l  h y d r o l y s i s  of  p o l y s a c c h a r i d e .

T h e  f r e e z e  d r i e d  p o l y s a c c h a r i d e  (1 g) w a s  h y d r o l y s e d  

w i t h  0 .25  M  o x a l i c  a c i d  (40 m l )  f o r  2 h o u r s  a t  100  C.

T h e  h y d r o l y s a t e  w a s  c o o l e d  a n d  d i a l y s e d  a g a i n s t  d e i o n i s e d
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w a t e r  ( 7 x  300  m l ) .  T h e  d i a l y s a t e s  w e r e  c o m b i n e d ,  

n e u t r a l i s e d  w i t h  C a C O ^ ,  c e n t r i f u g e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  

to  be  e s t i m a t e d  f o r  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t .

T h e  n o n - d i a l y s a b l e  m a t e r i a l  ( r e m a i n i n g  i n s i d e  

t h e  d i a l y s i s  s a c ) ,  c o n s i s t i n g  of  s o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  

m a t e r i a l ,  w a s  c e n t r i f u g e d  a n d  the  p r e c i p i t a t e  a n d  

s u p e r n a t a n t  s e p a r a t e l y  f r e e z e  d r i e d .
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C H A P T E R  III

e x t r a c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  c a r b o h y d r a t e s

O F  L E S S O N I A  N I G R E S C E N S .

3 . 1 .  C a r b o h y d r a t e s  o f  t h e  P h a e o p h v t a

3 . 1. 1. I n t r o d u c t i o n

T h e  l a s t  t h r e e  d e c a d e s  i n  p a r t i c u l a r  h a v e  s e e n  

a  c o n s i d e r a b l e  d e v e l o p m e n t  o n  th e  c h e m i c a l  s t u d i e s  of 

t h e  b r o w n  s e a w e e d s  b e c a u s e  of t h e  c o m m e r c i a l  i m p o r t a n c e  

o f  a l g i n a t e s  n o w  b e i n g  u s e d  i n  v a r i o u s  i n d u s t r i a l  p r o c e s s e s .

T h e  P h a e o p h y t a  h a v e  b e e n  c h a r a c t e r i s e d  f r o m  a  

g e n e r a l  c h e m i c a l  p o i n t  of  v i e w  b y  t h e i r  l a m i n a r a n  a n d  

a l g i n i c  a c i d  c o n t e n t s  w h i c h  r e p l a c e  t h e  a m y l o p e c t i n  t y p e  

p o l y s a c c h a r i d e s  a n d  t h e  g a l a c t a n  s u l p h a t e s  f o u n d  i n  

R h o d o p h y t a .  T h e  p h y l u m  i s  e x c l u s i v e l y  a d o p t e d  t o  t h e  

m a r i n e  e n v i r o n m e n t  a n d  t h e r e f o r e  i t  c a n n o t  b e  e x p e c t e d  t o  

c o n t a i n  g l y c a n s  w i t h  a f f i n i t i e s  to  t h o s e  o f  t e r r e s t i a l  p l a n t s .  

I n d e e d , c e l l u l o s e  w h i c h  i s  p r e s e n t  i n  v e r y  s m a l l  p r o p o r t i o n  

i s  t h e  o n l y  p o l y s a c c h a r i d e  t h a t  i t  h a s  i n  c o m m o n  w i t h  l a n d  

p l a n t s .  T h e  p o l y s a c c h a r i d e  s u l p h a t e d  e s t e r s  a r e  n o t  

e x c l u d e d  f r o m  t h e  b r o w n  s e a w e e d s ,  b e i n g  r e p r e s e n t e d  i n  

t h i s  c a s e  b y  " f u c a n s ' ' t y p i f i e d  b y  t h e  p r e s e n c e  of  f u c o s e .

D i f f e r e n t  f a c t o r s  w h i c h  m i g h t  a f f e c t  t h e  c a r b o h y d r a t e  

c o n s t i t u e n t s  h a v e  b e e n  s t u d i e d .  T h u s , s e a s o n a l  e f f e c t s ,  

d e p t h  o f  i m m e r s i o n  a n d  c o m p o s i t i o n  of  s e a w a t e r  h a v e  b e e n  

c o n s i d e r e d  to  a f f e c t  t h e  a l g i n i c  a c i d ,  l a m i n a r a n  a n d  f u c a n

c o n t e n t s  of  t h e  s e a w e e d .

C a r b o h y d r a t e s  m e t a b o l i s e d  b y  t h e  P h a e o p h y t a  w i l l  

b e  d i s c u s s e d  w i t h  t h e  d i v i s i o n  u s e d  i n  C h a p t e r  I f o r  t h e  

o t h e r  p h y t a  of  s e a w e e d s .  T h i s  i s , l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  

c a r b o h y d r a t e s  ( s o l u b l e  i n  80% e t h a n o l ) ;  w a t e r  s o l u b l e  

p o l y s a c c h a r i d e s  a n d  c e l l  w a l l  m a t e r i a l  o r  s t r u c t u r a l  

p o l y s a c c h a r i d e s .
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3 . 1 . 2 .  L o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  c a r b o h y d r a t e s

D - M a n n i t o l  a p p e a r s  t o  b e  p r e s e n t  i n  a l l  b r o w n

a l g a e  a l r e a d y  s t u d i e d .  In  s o m e  s p e c i e s  a n d  a t  s o m e

s e a s o n s  i n  l a r g e  q u a n t i t i e s  ( a b o u t  25% of  t h e  d r y  w e i g h t

o f  s o m e  L a m i n a r i a  s p e c i e s  i n  t h e  autumn) .^  M a n n i t o l

c o u l d  n o t  b e  f o u n d  i n  t h e  b r o w n  s e a w e e d  D i c t y o p t e r i s

p l a g i o g r a m m a  ( M o n t a g u e )  V i c k e r s  b e i n g  p r o b a b l y  t h e
2

o n l y  e x c e p t i o n  t h a t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  l i t e r a t u r e .

M a n n i t o l  i s  b e l i e v e d  t o  b e  a  s t o r a g e  m a t e r i a l  a n d  a l s o  a
3

s u b s t r a t e  f o r  r e s p i r a t i o n .

D - v o l e m i t o l ,  a  s e v e n  c a r b o n  a t o m  s u g a r  a l c o h o l
4w a s  f o u n d  i n  a d d i t i o n  i n  P e l v e t i a  c a n a l i c u l a t a  a l s o  a  

b r o w n  s e a w e e d .  F u r t h e r m o r e ,  1- O - ^ - m a n n i t o l - (3 - D- 

g l u c a n p y r a n o s i d e  a n d  1, 6 - O - D - m a n n i t o l - d i - ( (3 - D -  

g l u c o p y r a n o s i d e )  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  s e v e r a l  o t h e r  b r o w n
5

a l g a e  , w h i l e  P - g l u c o s i d e s  of  D - v o l e m i t o l  w e r e  f o u n d  i n

P e l v e t i a  c a n a l i c u l a t a . L a m i n i t o l  ( 3 - 0 -  P - D - g l u c o p y r a n o s y l -

D - g l u c i t o l )  h a s  b e e n  f o u n d  i n  L a m i n a r i a  h y p e r b o r e a , a n d

r e l a t e d  s p e c i e s  a n d  t r a c e  q u a n t i t i e s  of  s u c r o s e ,  g a l a c t o s e

a n d  m a n n o s e  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  C l a d o s t e p h u s  s p e c i e s .

I n  D e s m a r e s t i a  f i r m a , t h e  p r e s e n c e  of  a  m o n o u r o n i c

a c i d  a n d  i t s  l a c t o n e ,  w i t h  t h e  s a m e  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h i c

a n d  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t i e s  a s  m a n n u r o n i c  a c i d ,  w a s  
7

a l s o  o b s e r v e d .

3. 1 . 3 .  W a t e r  s o l u b l e  p o l y s a c c h a r i d e s

3.  1 . 3 . 1 .  F o o d  r e s e r v e  m a t e r i a l

In  t h e  P h a e o p h y t a ,  t h e  f o o d  r e s e r v e  m a t e r i a l s  a r e  

m a n n i t o l  a n d  a  P -(  1 —* " 3 ) - l i n k e d  g lue  a n  k n o w n  a s  l a m i n a r a n  

b e c a u s e  i t  w a s  f i r s t  d i s c o v e r e d  i n  L a m i n a r i a  s p e c i e s .

T h i s  i s  a  w a t e r  s o l u b l e  p o l y s a c c h a r i d e  c o n t a i n i n g  a p p r o x 

i m a t e l y  2 0 - 2 5  g l u c o s e  u n i t s , ^  w i t h  a  r o t a t i o n  [ a ] - 12°

t o  - 14 °  i n  w a t e r .  L a m i n a r a n  i s  g r e a t l y  r e d u c e d  d u r i n g  

t h e  p e r i o d  of  r a p i d  g r o w t h  i n  t h e  s p r i n g ,  b u t  i n  a u t u m n



54

a n d  w i n t e r  i t  m a y  c o m p r i s e  up  to  35% of  t h e  d r y  w e i g h t
r  _  r  .  9 ,  1 0of  t h e  f r o n d s .

M a n n i t o l  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  a  c o n s t i t u e n t  o f  t h e

l a m i n a r a n  f r o m  s o m e  s p e c i e s  V  In  t h e s e  s p e c i e s  t h e r e

a r e  t w o  t y p e s  of  c h a i n ,  G - c h a i n s  w h i c h  a r e  t e r m i n a t e d  a t

t h e  r e d u c i n g  e n d  w i t h  g l u c o s e  a n d  M - c h a i n s  w h i c h  a r e

t e r m i n a t e d  b y  m a n n i t o l .

N o r m a l l y  u p  t o  t h r e e  u n i t s  p e r  m o l e c u l e  a r e

b r a n c h e d  t h r o u g h  p o s i t i o n  6, b u t  a  p r o p o r t i o n  of  b r a n c h i n g -

p o i n t s ,  t h a t  i s ,  u n i t s  l i n k e d  t h r o u g h  p o s i t i o n s  1, 3 a n d  6

. m a y  b e  r e p l a c e d  b y  u n i t s  t h a t  a r e  l i n k e d  t h r o u g h  p o s i t i o n s

1 a n d  6 o n l y .

T h e  s o l u b i l i t y  i n  c o l d  w a t e r  i n c r e a s e s  m a r k e d l y

w i t h  i n c r e a s i n g  n u m b e r  o f  b r a n c h i n g  p o i n t s .  A c c o r d i n g

t o  t h e  s o l u b i l i t y  i n  c o l d  w a t e r  l a m i n a r a n  h a s  b e e n  d i v i d e d

i n t o  t w o  f o r m s ,  t h e  " s o l u b l e "  a n d  " i n s o l u b l e " ,  a l t h o u g h

b o t h  f o r m s  a r e  s o l u b l e  i n  h o t  w a t e r .  T h e  m a i n  d i f f e r e n c e

b e t w e e n  t h e  t w o  f o r m s  a p p e a r s  t o  b e  t h e  p r e s e n c e  of

b r a n c h  p o i n t s ,  t h e  " s o l u b l e "  s e e m s  t o  c o n t a i n  m o r e

g l u c o s e  u n i t s  l i n k e d  t h r o u g h  p o s i t i o n s  1, 3 a n d  6 t h a n  t h e  
12

" i n s o l u b l e " .  In  t h e  l a m i n a r a n  w h e r e  M  c h a i n s  o c c u r

t h e y  a r e  l i n k e d  g l y c o s i d i c a l l y  t h r o u g h  t h e i r  r e d u c i n g

t e r m i n a l  D - g l u c o p y r a n o s e  r e s i d u e  to  o n e  of  t h e  p r i m a r y

h y d r o x y l  g r o u p s  o f  D - m a n n i t o l  a n d  t h e y  m a y  b e  p r e s e n t

t o  t h e  e x t e n t  of  40%.

L a m i n a r a n s  a r e  f a i r l y  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t

p o l y s a c c h a r i d e s ,  n o r m a l l y  i n  t h e  r e g i o n  of  4 0 0 0 - 5 0 0 0 .

E v i d e n c e  f o r  ( l  — ^ 6 )  l i n k e d  g l u c o s e  w i t h i n  t h e  c h a i n  h a s

b e e n  r e p o r t e d ,  f o r  l a m i n a r a n  of  E i s e n i a  b i c v c l i s  w h i c h

h a s  a  r o t a t i o n  o f  [ u] = - 4 6  , c o n t a i n s  no  m a n n i t o l  a n d  i s

u n b r a n c h e d ,  i t  c o n s i s t s  of  a  l i n e a r  s e q u e n c e  o f  ( 1 ^ 3 )

a n d  ( 1 -----^  6) l i n k a g e s  i n  a  r a t i o  of  2:1 a n d  a t  l e a s t  s o m e
13

of  t h e  ( l  — ^ 6 )  l i n k a g e s  a r e  c o n s e c u t i v e  . In  a  s u r v e y
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of  e i g h t  b r o w n  a l g a e  t h e  a v e r a g e  c o n t e n t  of  c e l l u l o s e  

w a s  f o u n d  t o  b e  4 . 6 %  of  t h e  d r y  w e i g h t .  T h e  l o w e s t  

c o n t e n t ,  0. 6% w a s  f o u n d  i n  P e l v e t i a  c a n a l i c u l a t a  w h i c h  i s

a  p r o s t r a t e  a n d  s u p p l e  s p e c i e s ,  a n d  t h e  h i g h e s t  c o n t e n t ,

10% w a s  f o u n d  i n  t h e  r i g i d ,  e r e c t  s t e m s  of  L a m i n a r i  a  

h y p e r b o r e a . C e l l u l o s e  f r o m  L a m i n a r i a  d i g i t a t a ,

L . c l o u s t o n i ( n o w  h y p e r b o r e a ) a n d  F u c u s  v e s i c u l o s u s  

c o n t a i n s  r e s i d u e s  of  g . - g l u c o s e  on ly ;  i s  c o m p l e t e l y  s o l u b l e  

i n  c u p r a m m o n i u m  h y d r o x i d e  a n d  g i v e s  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  

b l u e  c o l o u r  w i t h  i o d i n e  i n  a q u e o u s  z i n c  c h l o r i d e .   ̂^

3 . 1. 3. 2 . O t h e r  s o l u b l e  p o l y s a c c h a r i d e s  

1 ) ' ' F u c a n "

T h e  s u l p h a t e d  p o l y s a c c h a r i d e s  o f  b r o w n  s e a w e e d s  

h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  u n d e r  d i f f e r e n t  n a m e s  s u c h  a s  f u c o i d i n ,  

f u c o i d a n ,  a s c o p h y l l a n ,  s a r g a s s a n ,  p e l v e t i a n ,  g l u c u r o n o s y l o  

f u c a n s  a n d  " f u c a n s " .  In  t h e  p r e s e n t  t h e s i s  i n  o r d e r  to  

a v o i d  c o n f u s i o n  t h e  w o r d  " f u c a n "  w i l l  b e  u s e d  w i t h  i n v e r t e d  

c o m m a s  o n  t h e  u n d e r s t a n d i n g  t h a t  t h i s  p o l y s a c c h a r i d e  

c o m p r i s e s  o t h e r  s u g a r s  a s  w e l l  a s  f u c o s e .  T h e s e  p o l y 

s a c c h a r i d e s  h a v e  a l l  b e e n  f o u n d  to  c o m p r i s e  a  f a m i l y  of  

p o l y d i s p e r s e ,  h e t e r o m o l e c u l e s  b a s e d  o n  f u c o s e ,  x y l o s e ,

g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  h a l f  e s t e r  s u l p h a t e .  G a l a c t o s e  a n d / o r
16

m a n n o s e  m a y  a l s o  b e  m a j o r  c o n s t i t u e n t s .

I n  t h e  e a r l y  s t u d i e s  e x t e n s i v e  p u r i f i c a t i o n  w a s

c a r r i e d  ou t  i n  a n  a t t e m p t  t o  i s o l a t e  a  " f u c a n "  c o n t a i n i n g

o n l y  f u c o s e  r e s i d u e s .  T h i s  w a s  n e v e r  a c h i e v e d  c o m p l e t e l y

a n d  e v e n  i n  t h e  s o - c a l l e d  p u r e s t  s a m p l e s  s m a l l  p r o p o r t i o n s
1 7

o f  g a l a c t o s e ,  x y l o s e  a n d  u r o n i c  a c i d  p e r s i s t e d .

A  s m a l l  a m o u n t  of  p r o t e i n  h a s  b e e n  f o u n d  w i t h  a l l

" f u c a n s "  a n a l y s e d  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e y  m a y  b e  p r o t e o g l y c a n s .

I n d i c a t i o n s  o f  l i n k a g e  t h r o u g h  s e r i n e  a n d  t h r e o n i n e  h a v e  b e e n
18

f o u n d  f o r  t h e  " f u c a n "  f r o m  A s c o p h y l l u m  n o d o s u m .
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19
L a r s e n  s u g g e s t s  t h a t  t h e  n a m e  f u c o i d a n  b e

r e s t r i c t e d  t o  t h e  p o l y m e r i c  m a t e r i a l  e x t r a c t a b l e  w i t h

a c i d ,  b u t  t h i s  i s  m i s l e a d i n g  s i n c e  i t  d e p e n d s  on  a c i d

s t r e n g t h  a n d  t e m p e r a t u r e ^  b u t  Q u a t r a n o  et  aJ .̂ c o n f u s e
21t h e  n a m e s  f u c o i d a n  a n d  f u c a n  e v e n  m o r e .  A c c o r d i n g  t o

p o l y s a c c h a r i d e  n o m e n c l a t u r e  r u l e s  t h e  c o r r e c t  n a m e

w o u l d  b e  g - g l u c u r o n o - D - g a l a c t o - D - m a n n o - D - x y l o - L _ - f u c a n " .

T h i s  p o l y s a c c h a r i d e  i s  m o s t  a b u n d a n t  i n  b r o w n

s e a w e e d s  t h a t  g r o w  i n  t h e  i n t e r - t i d a l  z o n e ,  a l t h o u g h  a l l

s p e c i e s  of  P h a e o p h y t a  c o n t a i n  s o m e  " f u c a n " .  T h e

p r o p o r t i o n  v a r i e s  n o t  o n l y  s e a s o n a l l y  b u t  a l s o  w i t h  t h e

p a r t i c u l a r  s p e c i e s .  M o s t  p r o m i n e n t  a m o n g  t h o s e  t h a t

g r o w  i n  t h e  i n t e r - t i d a l  z o n e  a r e  t h e  o r d e r  F u c a l e s  e a s i l y

r e c o g n i s e d  b y  t h e  g a s - f i l l e d  b l a d d e r s  t h a t  g i v e  t h e m

b u o y a n c y  w h e n  s u b m e r g e d .

T h e  " f u c a n "  f r o m  P e l v e t i a  c a n a l i c u l a t a  c o m p r i s e s

f r o m  1 8 - 2 4 %  of  t h e  d r y  w e i g h t  of  t h e  w e e d  w h e r e a s  i n

D u r v i l l e a  p o t a t o r u m  t h e  p r o p o r t i o n  o f  " f u c a n "  i s  v e r y  
22

s m a l l ,  0 - 2 %  . T h e  i s o l a t i o n  o f  " f u c a n "  i s  no t  r e s t r i c t e d

t o  w a t e r  o r  a c i d  e x t r a c t s  of  t h e  a l g a e .  S u b s e q u e n t

e x t r a c t i o n s  w i t h  c h e l a t i n g  a g e n t s  l i k e  E D T A ,  a l k a l i  a t

r o o m  t e m p e r a t u r e  o r  a t  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e s  w i l l

r e m o v e  a d d i t i o n a l  a m o u n t  of  " f u c a n " .

S u l p h a t e d  p o l y s a c c h a r i d e s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f r o m
18 23

m a n y  s e a w e e d s ;  a m o n g  t h e m ,  A s c o p h y l l u m  n o d o s u m ,
18 24  2 5

F u c u s  v e s i c u l o s u s  , ' F .  s p i r a l i s  a n d  P e l v e t i a  c a n a l i c u l a t a  ,
26

H i m a n t h a l i a  l o r e a ,  B i f u r c a r i a  b i f u r c a t a  a n d  P a d i n a  p a v o n i a
2 7 28 2 9 , 30

S a r g a s s u m  p a l l i d u m  , S . l i n i f o l i u m  , P e l v e t i a  w r i g h t i i  ,
31 32 33

L e s s o n i a  f l a v i c a n s  , D i c t y o t a  d i c h o t o m a  , D e s m a r e s t i a

a c u l e a t a ^ ^,  D. l i g u l a t a  a n d  D . f i r m a ^ ' D i c t y o p t e r i s  p l a g i o -  
2

g r a m m a  , e t c .

T h e  y i e l d  a n d  f u c o s e ,  u r o n i c  a c i d  a n d  s u l p h a t e  c o n t e n t  

o f  e x t r a c t s  of  21 d i f f e r e n t  s p e c i e s  ( i n c l u d i n g  3 s p e c i e s  of
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l a m i n a r i a )  of  b r o w n  s e a w e e d s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b y
3 5

F u j i k a w a  a n d  N a k a s h i m a  a n d  f u r t h e r  s t u d i e s  of

N e m a c y s t u s  d e c i p i e n s  ( o r d e r  C h o r d a r i a l e s )  w e r e

c a r r i e d  o u t .  T h e  p r o p o r t i o n s  of t h e  s u g a r s  c o m p r i s i n g

t h e  h y d r o l y s a t e s  of " f u c a n s "  f r o m  11 d i f f e r e n t  s p e c i e s
3 7o f  b r o w n  s e a w e e d  w e r e  r e p o r t e d  b y  Q u i l l e t .

E v i d e n c e  f o r  m o r e  t h a n  a  s i n g l e  m o l e c u l a r  s p e c i e s  

i n  " f u c a n "  h a s  a l s o  b e e n  r e v e a l e d  b y  f r e  e - b o u n d a r y  e l e c t r o 

p h o r e s i s  on  m a t e r i a l  e x t r a c t e d  f r o m  A s c o p h y l l u m  n o d o s u m
^ IT 1 38,  39a n d  r  u c u s  v e s i c u l o s u s .

F r a c t i o n a t i o n  o n  a  c o l u m n  o f  D E 5 2  c e l l u l o s e  of

t h e  e x t r a c t s  f r o m  H i m a n t h a l i a  l o r e a ,  B i f u r c a r i a  b i f u r c a t a

a n d  P a d i n a  p a v o n i a  , D e s m a r e s t i a  a c u l e a t a ^ ^,  D. l i g u l a t a  
7 2a n d  D.  f i r m a  ; a n d  D i c t y o p t e r i s  p l a g i o g r a m m a  b y  e l u t i o n  

w i t h  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  p o t a s s i u m  c h l o r i d e  

r e s u l t e d  i n  e v e r y  c a s e  i n  t h e  s e p a r a t i o n  w i t h  d i l u t e  e l u a n t  

o f  a  f r a c t i o n  w i t h  a  h i g h  p r o p o r t i o n  o f  g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  

a  r e l a t i v e l y  l o w  f u c o s e  a n d  s u l p h a t e  c o n t e n t .  A s  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  of  t h e  e l u t i n g  s o l u t i o n  w a s  i n c r e a s e d ,  t h e  

p r o p o r t i o n  of  u r o n i c  a c i d  d e c r e a s e d  a n d  t h e  f u c o s e  a n d  

s u l p h a t e  i n c r e a s e d .  S i m i l a r  h e t e r o g e n e i t y  of  a c i d  

e x t r a c t e d  " f u c a n s "  f r o m  A s c o p h y l l u m  n o d o s u m  a n d  F  u c u s  

v e s i c u l o s u s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  b y  f r a c t i o n a l  p r e c i p 

i t a t i o n  w i t h  e t h a n o l  c o n t a i n i n g  m a g n e s i u m  o r  c a l c i u m
, , 1 8 , 4 0c h l o r i d e .

S t r u c t u r e

W h e r e  s t r u c t u r a l  s t u d i e s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  out  on  

" f u c a n s "  e x t r a c t e d  f r o m  b r o w n  s e a w e e d s ,  t h e  l i n k a g e s  

b e t w e e n  t h e  i n d i v i d u a l  s u g a r s  a p p e a r  t o  b e  t h e  s a m e .

M é t h y l a t i o n ,  p e r i o d a t e  o x i d a t i o n  a n d  p a r t i a l  h y d r o 

l y s i s  s t u d i e s  h a v e  r e v e a l e d  t h e  e s s e n t i a l  s t r u c t u r a l

s i m i l a r i t y  of t h e  " f u c a n s "  s e p a r a t e d  a n d  f r a c t i o n a t e d  f r o m
41

H i m a n t h a l i a  l o r e a  a n d  B i f u r c a r i a  b i f u r c a t a . T h e  h i g h  

f u c o s e  a n d  h i g h  s u l p h a t e  c o n t a i n i n g  m a t e r i a l  m o r e  c l o s e l y
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r e s e m b l e s  t h e  s t r u c t u r e  of  t h e  " f u c a n "  f r o m  F u c u s

v e s i c u l o s u s  a n d  t h a t  f r o m  A s c o p h y l l u m  n o d o s u m  '

n a m e l y  (1 ---- ► 2 ) a n d ( l   ► 3 ) T i n k e d  f u c o s e  r e s i d u e s  w i t h

s u l p h a t e  a t  0 - 4 .  T h e  g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  x y l o s e  r e s i d u e s

a r e  n o t  s u l p h a t e d  a n d  a p p e a r  to  b e  on  t h e  p e r i p h e r y  o f

h i g h l y  b r a n c h e d  m o l e c u l e s .  P a r t i a l  h y d r o l y s i s  r e v e a l e d

D - g l u c u r o n o s y l  ( l  ^ 3 ) - L - f u c o s e  a s  a  s t r u c t u r a l  f e a t u r e
41 ~

o f  t h e  m a c r o m o l e c u l e .

T h e  g a l a c t o s e  p r e s e n t  i n  t h e  f u c a n  f r o m  D e s m a r e s t i a

a c u l e a t a  a p p e a r s  t o  b e  p r e s e n t  a s  e n d  g r o u p  a n d  ( l  ^ 3 ) -
34

l i n k e d  u n i t s .

T h e  f u c a n s  a r e  c l e a r l y  a  f a m i l y  of  c o m p l e x  h i g h l y  

b r a n c h e d  p o l y s a c c h a r i d e s  a n d  d i f f e r e n t  g r o u p s  of  w o r k e r s  

h a v e  a d v a n c e d  a  v a r i e t y  of s t r u c t u r e s  f o r  t h e  m a c r o m o l e c u l e s

i n c l u d i n g  a  g l u c u r o n i c  a c i d  b a c k b o n e  f o r  t h e  " f u c a n "  f r o m
23 18

A s c o p h y l l u m  n o d o s u m  . L a t e r  w o r k  h o w e v e r ,  o n  d i l u t e

a c i d  e x t r a c t e d  " f u c a n "  c o m p l e x e s  f r o m  t h i s  w e e d  i n d i c a t e d

a  v a r i e t y  o f  s t r u c t u r e s  f o r  t h e  d i f f e r e n t  f r a c t i o n s .  G l u c u r o -

n o s y l - m a n n o s e  a s  a  r e p e a t i n g  u n i t  i n  a  b a c k b o n e  f o r  t h e

p o l y s a c c h a r i d e  f r o m  S a r g a s s u m  l i n i f o l i u m  h a s  b e e n  
45a d v a n c e d  , b u t  o t h e r  c o n c l u s i o n s  of t h e i r  r e s u l t s  a r e

p o s s i b l e  a n d  f u r t h e r  s t u d y  s h o u l d  b e  n e c e s s a r y  b e f o r e

t h e  s t r u c t u r e s  c a n  b e  a c c e p t e d .

S i t e  o f  s u l p h a t e

C o n f i r m a t i o n  t h a t  C - 4 o n  f u c o s e  c a r r i e s  h a l f  e s t e r

s u l p h a t e  w a s  a c h i e v e d  b y  t h e  i s o l a t i o n  of  f u c o s e  4 - s u l p h a t e

f r o m  p a r t i a l  h y d r o l y s a t e s  of  t h e  " f u c a n "  f r o m  P e l v e t i a  
46

w r i g h t i i .  P a r t i a l  h y d r o l y s i s  of  " f u c a n "  e x t r a c t e d  f r o m
45

S a r g a s s u m  l i n i f o l i u m  g a v e  a  n u m b e r  of  s u l p h a t e d  f u c o s e  

a n d  g a l a c t o s e  o l i g o s a c c h a r i d e s  a n d  r e s i d u a l  m a t e r i a l  

c o n s i s t i n g  of  g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  m a n n o s e .  T h e  p r e s e n c e  

o f  s u l p h a t e d  m a n n o s e ,  g a l a c t o s e  a n d  x y l o s e  i n  t h e  " f u c a n s  

f r o m  S a r g a s s u m  p a l l i d u m  a n d  P e l v e t i a  w r i g h t i i  h a v e  a l s o  

b e e n  r e p o r t e d .  H o w e v e r ,  no o t h e r  w o r k e r s  h a v e
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r e p o r t e d  a n y  s u l p h a t e d  r e s i d u e s  o t h e r  t h a n  f u c o s e  a n d
47

g a l a c t o s e  a n d  i n  a t t e m p t s  to  a p p l y  P a v l e n k o  ^  a l ' s
2

m e t h o d s  t o  o t h e r  " f u c a n s " ,  P e r c i v a l  a n d  R a h m a n  

r e v e a l e d  o n l y  s u l p h a t e d  f u c o s e .

" F u c a n s "  a r e  l o c a t e d  i n  t h e  c e l l  w a l l  a n d  i n t e r 

c e l l u l a r  r e g i o n  of  t h e  w e e d ,  a n d  e v i d e n c e  f r o m  e l e c t r o n -  

m i c r o s c o p e  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  t h e y  a r e  l a i d  d o w n  i n  t h e  

v i c i n i t y  of  t h e  c e l l  w a l l s .  Whi te  a  c e r t a i n  p r o p o r t i o n  of  t h e  

" f u c a n "  o f  F u c u s  a n d  A s c o p h y l l u m  s p e c i e s  i s  e x t r a c t e d  b y  

w a t e r  a n d  d i l u t e  a c i d  t h e  r e s i d u a l  w e e d  a l w a y s  c o n t a i n s  

s o m e  " f u c a n " ,  s u p p o r t i n g  t h e  f a c t  t h a t  a t  l e a s t  s o m e  of  t h e  

m o l e c u l e s  a r e  b o u n d  i n  t h e  c e l l  w a l l  s t r u c t u r e .  E v i d e n c e  

o f  t h i s  w a s  i n d i c a t e d  b y  s t u d i e s  o n  F u c u s  v e s i c u l o s u s

" f u c a n s " .

A p a r t  f r o m  o t h e r  f u n c t i o n s  t h i s  p o l y s a c c h a r i d e  

a l m o s t  c e r t a i n l y  p r o t e c t s  t h e  s e a w e e d  f r o m  d e s i c c a t i o n
49a n d  h i g h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s .  L e s t a n g  a n d  Q u i l l e t  

s h o w e d  t h a t  " f u c a n "  e x t r a c t e d  f r o m  P e l v e t i a  c a n a l i c u l a t a  

h a d  a  v e r y  s t r o n g  a f f i n i t y  f o r  m a g n e s i u m  s o  t h a t  w h e n  t h e  

f r o n d s  a r e  i n  c o n t a c t  w i t h  s e a w a t e r  t h e  e s t e r  s u l p h a t e  

g r o u p s  a r e  l a r g e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  m a g n e s i u m  i o n s .  T h e y  

p o i n t  o u t  t h a t  m a g n e s i u m  i o n s  a r e  h i g h l y  h y d r a t e d  a n d  w i l l  

t h e r e f o r e  r e t a i n  w a t e r  i n  f r o n d s .  In  s u p p o r t  of  t h i s  

c o n c l u s i o n  i s  t h e  f a c t  t h a t  P e l v e t i a  c a n a l i c u l a t a  w h i c h  

g r o w s  o n  t h e  h i g h e r  p a r t s  of t h e  s h o r e s  a n d  i s  t h e r e f o r e  

f r e q u e n t l y  e x p o s e d ,  h a s  a  h i g h  " f u c a n "  c o n t e n t  ( 1 8 - 2 7 %  of 

t h e  d r y  w e i g h t  o f  t h e  w e e d ) ,  w h e r e a s  D e s m a r e s t i a  a n d  

D u r v i l l e a  s p e c i e s  w h i c h  g r o w  b e l o w  t i d e  m a r k  c o n t a i n  

v e r y  l i t t l e  o r  no  " f u c a n " .

" F u c a n "  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  a s  s o u r c e  of  t h e  r a r e

s u g a r  L - f u c o s e ^ ^  a n d  i t  h a s  a l s o  b e e n  t e s t e d  a s  a  b l o o d
.. . /  51,  51aa n t i c o a g u l a n t .
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2) A l g i n i c  a c i d

A l g i n i c  a c i d ,  a  p o l y u r o n i d e  f o u n d  i n  b r o w n  

s e a w e e d s  w a s  f i r s t  o b t a i n e d  n e a r l y  a  c e n t u r y  a g o  b y  

E  C C S t a n f o r d ,  a  c h e m i s t  w h o  w a s  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  

b e t t e r  u t i l i s a t i o n  of  s e a w e e d  t h a n  b u r n i n g  i t  f o r  t h e
52

r e c o v e r y  o f  i o d i n e .  H e  m a d e  a  n u m b e r  of  s u g g e s t i o n s  

f o r  t h e  c o m m e r c i a l  u s e  o f  t h e  p r o d u c t  b u t  o n l y  s i n c e  1930 

i n d u s t r y  h a s  d e v e l o p e d  t h e  p r o d u c t i o n  a n d  u s e s  of  a l g i n i c  

a c i d .  T h e  p r i n c i p a l  p r o d u c i n g  c o u n t r i e s  a r e  t h e  U n i t e d  

S t a t e s ,  B r i t a i n ,  F r a n c e ,  N o r w a y ,  J a p a n  a n d  v e r y  r e c e n t l y ,  

C h i n a .

A l g i n i c  a c i d  h a s  b e e n  f o u n d  i n  a l l  s p e c i e s  of

P h a e o p h y t a  t h a t  h a v e  b e e n  e x a m i n e d ,  b u t  i t  i s  no t  p r e s e n t

i n  a n y  o t h e r  p l a n t  t i s s u e s .

T h e  p r o p o r t i o n  of  a l g i n a t e  s h o w s  w i d e  v a r i a t i o n s

f r o m  o n e  s p e c i e s  of  a l g a  t o  a n o t h e r  a n d  i n  s o m e  s p e c i e s
12

c h a n g e s  w i t h  t h e  s e a s o n s  a n d  l o c a t i o n  of  g r o w t h  . In

g e n e r a l  t h e  a l g i n i c  a c i d  f o r m s  a  s m a l l e r  p r o p o r t i o n  i n  t h e

p e r i o d s  of  r a p i d  g r o w t h  t h a n  i n  t h e  c o l d e r  m o n t h s  w h e n

l i t t l e  g r o w t h  i s  t a k i n g  p l a c e .

A n  i n d i c a t i o n  o f  t h e  v a r i a t i o n  i s  t h e  n e a r l y  50% of

d r y  w e i g h t  f o u n d  i n  s o m e  s a m p l e s  of  D u r v i l l e a  a n t a r c t i c a ^
2 6

a n d  15% i n  P a d i n a  p a v o n i a  .

T h e  a l g i n a t e  c a n n o t  b e  i s o l a t e d  f r o m  s e a w e e d  w i t h o u t  

s o m e  c h e m i c a l  c h a n g e s .  M e t h o d s  u s e d  h a v e  t r i e d  to  

m i n i m i z e  t h e  b r e a k d o w n  of  t h e  a l g i n i c  a c i d

m o l e c u l e  a n d  t h e  r e a c t i o n s  u s e d  o n l y  c h a n g e  t h e  c a t i o n s

a s s o c i a t e d  w i t h  i t .  S o l u b i l i s a t i o n  of  a l g i n a t e  r e q u i r e s
+ 2 + 2 

e x c h a n g e  o f  t h e  C a  a n d / o r  S r  i o n s  f o r  a n  a l k a l i

m e t a l ,  t h e  p r o d u c t  t h u s  o b t a i n e d  a l w a y s  c o n t a i n s  t r a c e s  of

s u l p h a t e d  p o l y s a c c h a r i d e  a n d  p r o t e i n ,  b u t  c a n  b e  p u r i f i e d

b y  p r e c i p i t a t i o n  a s  t h e  c a l c i u m  s a l t  f r o m  w h i c h  t h e  a c i d  is

r e c o v e r e d  b y  l e a c h i n g  ou t  t h e  c a l c i u m .
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T h e  f a c t  t h a t  t h e  a l g i n a t e  c a n  b e  e x t r a c t e d  b y  s u c h  

r e l a t i v e l y  m i l d  c o n d i t i o n s  i n d i c a t e s  t h a t  i t  i s  not  

c o v a l e n t l y  l i n k e d  to  i n s o l u b l e  c e l l  w a l l  c o n s t i t u e n t s .  

H o w e v e r  s o m e  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  p o l y m e r  t a k e s  p l a c e  

d u r i n g  e x t r a c t i o n .

A l g i n i c  a c i d  i s  a  l i n e a r  p o l y m e r  ( l   * ^ 4 ) - l i n k e d

P - D - m a n n u r o n i c  a c i d  a n d  g u l u r o n i c  a c i d .  S e e

F i g u r e  3 . 1 .

i

— 10 3 ^

w

%

F i g . 3. 1. P a r t s  of  A l g i n i c  A c i d  M o l e c u l e  

(a )  M a n n u r o n i c  a c i d  r e s i d u e s  ; ( b )  G u l u r o n i c  a c i d  r e s i d u e s

T h e  p r o p o r t i o n  o f  t h e s e  t w o  a c i d s  v a r i e s  w i d e l y  i n  

t h e  a l g i n a t e s  i n  d i f f e r e n t  a l g a l  s p e c i e s .  T a b l e s  of

M /  G r a t i o s  ( M a n  A c / G u l  A c )  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  f o r  

a l g i n a t e s  f r o m  m a n y  d i f f e r e n t  s p e c i e s .  T h e  v a l u e s  r a n g e  

f r o m  0.  4 f o r  a l g i n a t e  f r o m  L a m i n a r . i a  h y p e r b o r e a  s t e m s  

t o  2,  4 f o r  a l g i n a t e  f r o m  n e w  f r o n d s  o f  L a m i n a r i a  d i g i t a t a  . 

P e r i o d a t e  a n d  b r o m i n e  o x i d a t i o n  of  a l g i n i c  a c i d  f o l l o w e d  

b y  h y d r o l y s i s  y i e l d e d  b o t h  t h r e a r i c  a n d ' e r y t h r a r i c  a c i d  

s h o w i n g  t h a t  b o t h  u r o n i c  a c i d s  a r e  ( l  ^ 4 )  l i n k e d

S e v e r a l  m e t h o d s  h a v e  b e e n  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  

s e q u e n c e  of  t h e  u n i t s  i n  t h e  m o l e c u l e .  P a r t i a l  h y d r o l y s i s  

w i t h  d i l u t e  a c id ^ ^ ^  ^ w a s  c a r r i e d  ou t  a n d  i t  w a s  f o u n d  t h a t  

p a r t  of  t h e  a l g i n a t e  w a s  s o l u b i l i s e d  a n d  t h a t  t h e  i n s o l u b l e  

r e s i d u e  c o u l d  b e  f r a c t i o n a t e d  i n t o  a  m a n n u r o n i c  r i c h  

f r a c t i o n  a n d  a  g u l u r o n i c  r i c h  f r a c t i o n .  T h e  s o l u b l e



f r a c t i o n  c o n t a i n e d  n e a r l y  e q u a l  a n a o u n t s  of  the  tw o  u r o n i d e s

( M G - b l o c k s )  a n d  w a s  t h o u g h t  a t  f i r s t  to  be  b u i l t  u p  of
57a l t e r n a t i n g  u n i t s ,  b u t  l a t e r  k i n e t i c  s t u d y  of a c i d

h y d r o l y s e s  d e t e r m i n e d  that  M G - b l o c k s  a r e  a r r a n g e d  i n

a  m o r e  r a n d o m  f a s h i o n  a n d  f u r t h e r  s t u d i e s  c o n f i r m e d  t h i s .

E n z y m i c  s t u d i e s  u s i n g  l y a s e s ^ ^ '  ^ ^  f o u n d  t h a t

M G - b l o c k s  p r e p a r a t i o n s  h a v e  in  t h e m  b o t h  m a n n u r o n i c

f o l l o w e d  b y  m a n n u r o n i c  r e s i d u e s  (M M  s e q u e n c e s )  a n d

g u l u r o n i c  f o l l o w e d  by  g u l u r o n i c  (GG s e q u e n c e s )  a s  w e l l

a s  l i n k a g e s  b e t w e e n  th e  tw o  d i f f e r e n t  u n i t s .

In  a  s t u d y  of  m e t h o d s  of  d e t e r m i n i n g  th e  p r o p o r t i o n s

of  M  a n d  G r e s i d u e s  i n  a n  a l g i n a t e  i t  w a s  f o u n d ^ ^  t h a t

u s i n g  p r o t o n  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  (p. m .  r .  ) i t  w a s  p o s s i b l e

to  d i s t i n g u i s h  th^  s i g n a l s  f r o m  H - 1  a n d  H - 5  in  t h e  g u l u r o n i c

r e s i d u e s  a n d  f r o m  H - 1  in  m a n n u r o n i c  a c i d  w h e n  the

h o m o p o l y m e r i c  b l o c k s  o b t a i n e d  by p a r t i a l  h y d r o l y s i s

of  t h e  a l g i n a t e  w e r e  e x a m i n e d .  B y  the  u s e  of  h i g h  r e s o l u t i o n  ^

p .  m .  r . i t  w a s  p o s s i b l e  to  d i s t i n g u i s h  s i g n a l s  of H - 5  of

g u l u r o n i c  r e s i d u e s  w i t h  a  m a n n u r o n i c  n e i g h b o u r  (GM

s e q u e n c e )  f r o m  t h o s e  w i t h  a  g u l u r o n i c  n e i g h b o u r  (GG

s e q u e n c e ) .  In  c o n j u n c t i o n  w i t h  the  a s s i g n m e n t s  f o r  H - 1

i t  w a s  p o s s i b l e  to  o b t a i n  th e  p r o p o r t i o n  of  e a c h  of the
13

f o l l o w i n g  s e q u e n c e s :  M M ;  GG ; M G  a n d  G M .  C n u c l e a r  

m a g n e t i c  r e s o n a n c e  (n. m . r .  ) to  s h o w  t h e s e  s e q u e n c e s  a n d

t h e  t r i p l e t  s e q u e n c e s  w i t h  M u n i t s  i n  the  m i d d l e  h a s  a l s o
62 13b e e n  u s e d  a s  w e l l  a s  C n.  m .  r .  s i g n a l s  f o r  a n y  tw o

c o r r e s p o n d i n g  r i n g  c a r b o n  a t o m s .  ’ T h e s e  m e t h o d s

r e q u i r e d  s l i g h t  d e p o l y m e r i z a t i o n  w i t h  d i l u t e  a c i d  to

d i m i n i s h  v i s c o s i t y ,  b u t  a r e  e s s e n t i a l l y  n o n - d e s t r u c t i v e .
6 5

A m e t h o d  b a s e d  u p o n  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  ( C . D .  ) s p e c t r o s c o p y  

r e q u i r e s  o n l y  m i l l i g r a m s  of  a l g i n a t e  a n d  d e p o l y m e r i z a t i o n  

i s  u n n e c e s s a r y ,  b u t  c a l i b r a t i o n  a n d  c o r r e c t i o n  f o r  a n  

i n f l u e n c e  of  m o n o m e r i c  s e q u e n c e  a r e  n e e d e d .
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A  p o l a r i m e t r i c  m e t h o d  f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  M / G  

r a t i o s  h a s  a l s o  b e e n  d e v e l o p e d ^ ^ .  F o l l o w i n g  t h e  

c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  b r u c i n e  - L  - g u l u r o n a t e  i t  w a s  s h o w n  

t h a t  t h e  d i f f e r e n c e  i n  [ a ]  ^ v a l u e s  of  t h e  b r u c i n e  s a l t s  of 

D - m a n n u r o n i c  a n d  L - g u l u r o n i c  ac id  i s  s u f f i c i e n t  to  p r o v i d e  

t h e  b a s i s  of  a  p o l a r i m e t r i c  m e t h o d  f o r  d e t e r m i n i n g  th e  

c o m p o s i t i o n  o f  a  m i x t u r e .  H o w e v e r  t h e  p r e s e n c e  of  a  

d r e x t r o r o t a r y  c o n t a m i n a n t  w o u l d  t e n d  t o  l o w e r  t h e  

m a n n u r o n i c  a c i d  c o n t e n t  a n d  i n c r e a s e  t h e  g u l u r o n i c  a c i d  

c o n t e n t .  T h e r e f o r e  i t  i s  n e c e s s a r y  t h a t  t h e  s a m p l e s  of  

a l g i n a t e s  f o r  a n a l y s i s  b e  f r e e  a s  f a r  a s  p o s s i b l e  f r o m  

s u c h  c o n t a m i n a n t .

3 . 1 . 4 .  S t r u c t u r a l  p o l y s a c c h a r i d e s

3 . 1 . 4 .  1. C e l l u l o s e

A  s m a l l  p r o p o r t i o n  o f  c e l l u l o s e  s e e m s  t o  b e  a

g e n e r a l  s t r u c t u r a l  p o l y s a c c h a r i d e  i n  t h e  b r o w n  a l g a e .

I n  m o s t  c a s e s  t h e  X - r a y  d i a g r a m  of  C e l l u l o s e  1 ( t h e

n a t i v e  c e l l u l o s e  o f  t e r r e s t i a l  p l a n t s )  i s  s h o w n  a f t e r  t h e

m i c r o f i b r i l l a r  m a t e r i a l  h a s  b e e n  f r e e d  f r o m  e n c r u s t i n g

m a t e r i a l s  of  t h e  c e l l  w a l l ^ ^  E v i d e n c e  f o r  P - ( l  ^ 4 ) -

l i n k e d  g l u c o s e  u n i t s  h a s  b e e n  o b t a i n e d  b y  t h e  i s o l a t i o n  of

c e l l o b i o s e  a n d  p e r i o d a t e  s t u d i e s  e x c l u d e d  t h e  p r e s e n c e  of
69

( 1 ---- ^ 3 ) -  a n d  ( 1 — ^ 6 ) - l i n k a g e s .

3. 2 I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  c a r b o h y d r a t e s  of t h e  b r o w n  s e a w e e d

L e s s o n i a  n i g r e s c e n s .

L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  i s  a  m ç m b e r  of  t h e  b r o w n  

a l g a e  P h a e o p h y t a  a n d  b e l o n g s  t o  t h e  o r d e r  L a m i n a  r i a l e s ,  

f a m i l y  L e s s o n i a c e a e .

A  s t u d y  o f  L e s s o n i a  i n  S o u t h e r n  C h i l e  a n d  A r g e n t i n a  

( S o u t h  A m e r i c a )  i n d i c a t e s  t h a t  t h i s  g e n u s  i s  r e p r e s e n t e d  

t h e r e  b y  t h r e e  s p e c i e s  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  B o r y ,

L . f l a v i c a n s  B o r y  a n d  L  e s s o ni  a  v a d o s a  S e a r  l e s  .

P l a n t s  o f  t h e s e  t h r e e  s p e c i e s  h a v e  b e e n  c o n f u s e d
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w i t h  e a c h  o t h e r  i n  t h e  l i t e r a t u r e ,  b u t  a p p e a r  c l e a r l y  

s e p a r a b l e .  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  i s  d i s t i n g u i s h e d  f r o m  

t h e  o t h e r s  b y  i t s  m a s s i v e ,  s o l i d  h o l d f a s t  a n d  n u m e r o u s  

s t e m s  b e a r i n g  l o n g ,  n a r r o w  f r o n d s .  In  L e s s o n i a  

f l a v i c a n s  a n d  L .  v a d o s a  a  s i n g l e  s t e m  a r i s e s  f r o m  a 

b r a n c h e d  h o l d f a s t  b u t  t h e  l a t t e r  h a s  m o r e  n a r r o w  f r o n d s  

a n d  l a c u n a t e  c o r t e x .

T h e  t h r e e  s p e c i e s  a r e  d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  e a c h  

o t h e r  i n  d e t a i l s  o f  f r o n d s  m o r p h o l o g y ,  a n a t o m y  a n d  

e c o l o g y .

T h e  g e n u s  w a s  n a m e d  b y  J. B . B o r y  de  S a i n t - 

V i n c e n t  (1 8 2 5 )  w h e n  h e  d e s c r i b e d  t h e  s i n g l e  s p e c i e s  

L e s s o n i a  f l a v i c a n s  f r o m  t h e  I s l a s  M a l v i n a s  ( A r g e n t i n a ) .

H e  p r o v i d e d  l a t e r  (1 8 2 6 )  a  m o r e  c o m p l e t e  g e n e r i c  

d e s c r i p t i o n  a n d  a d d e d  t w o  s p e c i e s  t o  t h e  g e n u s .  L e s  s o n i a  

n i g r e s c e n s  f r o m  C a p e  H o r n  ( S o u t h e r n  C h i l e )  a n d  a  

s o u t h e r n  A u s t r a l i a n  s p e c i e s  w h i c h  w a s  l a t e r  t r a n s f e r r e d  

t o  t h e  g e n u s  M y r i o d e s m a  a s  M .  q u e r c i f o l i a  ( B o r y ) .

L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  g r o w s  s p e c i a l l y  i n  s o u t h e r n

C h i l e  a n d  A r g e n t i n a ,  a l t h o u g h  m a n y  s a m p l e s  h a v e  b e e n

c o l l e c t e d  f r o m  t h e  c o a s t  of  n o r t h e r n  C h i l e ,  i n  p a r t i c u l a r

i n  B a h i a  H e r r a d u r a , C o q u i m b o .  T h i s  a l g a  g r o w s  n o r m a l l y

o n  e x p o s e d  s h o r e s ,  a l t h o u g h  i t  m a y  o c c u r  f r o m  l o w  w a t e r

t o  a  m a x i m u m  d e p t h  o f  38 m .  It  c a n  r e a c h  up t o  4 m .  t a l l ,

u p  to  2 0  t e r e t e ,  d i c h o t o m o u s l y  b r a n c h e d  s t e m s

a r i s i n g  f r o m '  a  c o n i c a l  t o  h e m i s p h e r i c a l  m o u n d  of  t i g h t l y

f u s e d  h a p t e r a .  S t e m s  t o  4 c m  d i a m e t e r ,  t e r m i n a t i n g  i n

l i n e a r  1. 0 - 3. 5 c m .  b r o a d  f r o n d s .  F r o n d  m a r g i n s  e n t i r e
70

o r  m i n u t e l y  d e n t i c u l a t e . C o r t e x  s o l i d  p a r e n c h y m a t o u s .

( S e e  F i g u r e s  3 .  2 a n d  3. 3, p .  66 a n d  p . ^ 7 r e s p e c t i v e l y )  

L e s s o n i a  f l a v i c a n s  c a n  r e a c h  4  m . t a l l  a l s o ,  b u t  i t  h a s  

o n l y  a  s i n g l e  d i c h o t o m o u s l y  t o  s u b d i c h o t o m o u s l y  b r a n c h e d  

s t e m  a r i s i n g  f r o m  t h e  h o l d f a s t ;  h a p t e r a  of  h o l d f a s t  i s
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h i g h l y  b r a n c h e d ,  o c c a s i o n a l l y  f o r m i n g  a n  a d v e n t i t i o u s

s e c o n d a r y  s t e m .  B a s e  of  s t e m  t o  5 c m  d i a m e t e r ,

b r a n c h e s  b e a r i n g  f r o n d s  3 - 4 1  c m .  b r o a d  a n d  1 7 - 1 0 0  c m .

lo n g ,  m a r g i n s  o f  f r o n d s  e n t i r e  t o  c o a r s e l y  t o o t h e d  C o r t e x

o f  f r o n d s  a n d  s t e m s  a  s o l i d ,  p a r e n c h y m a t o u s  t i s s u e ,

w h i c h  i t  m a k e s  i t  q u i t e  d i f f e r e n t  f r o m  L e s s o n i a  
70

n i g r e s c e n s . ( S e e  F i g u r e s  3 . 4  a n d  3 . 5 ,  p.  68 a n d  p . 69 )

T h e  o n l y  p r e v i o u s  c h e m i c a l  s t u d i e s  on  t h e  

c a r b o h y d r a t e  o f  t h i s  g e n u s  L e s s o n i a  h a v e  b e e n  on
31

L e s s o n i a  f l a v i c a n s ,  w a t e r  s o l u b l e  p o l y s a c c h a r i d e

a n d  o n  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  w h e r e  t h e  p r e s e n c e  o f  
71

a l g i n i c  a c i d  a n d  o f  s e v e r a l  a m i n o a c i d s  h a s  b e e n  ' 

r e p o r t e d

T h e  p r e s e n t  s a m p l e  of L e s s o n i a  n i g r e s c e n s 

w a s  h a r v e s t e d  i n  C h i l e ,  S o u t h  A m e r i c a ,  a n d  s u p p l i e d  

to  u s  b y  A l g i n a t e  I n d u s t r i e s  L t d .  a s  d r i e d  m a t e r i a l .
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F i g u r e  3 . 2  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s , b r o w n  s e a w e e d
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Lessonia Nigrescens

F i g u r e  3 . 3  F r o n d s  of L e s s o n i a  n i g r e s c e n s
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F i g u r e  3 . 4  L e s s o n i a  f l a v i c a n s . b r o w n  s e a w e e d



69

Lessonia Flavicans

F i g u r e  3 . 5  F r o n d s  of L e s s o n i a  f l a v i c a n s
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3 . 3 .  E X P E R I M E N T A L

3 , 3 . 1 .  S e q u e n t i a l  e x t r a c t i o n

A s  s t a t e d  in  th e  I n t r o d u c t i o n ,  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  

i s  d i s t i n g u i s h e d  f r o m  o t h e r  s p e c i e s  by  i t s  m a s s i v e  a n d  s o l i d  

s t e m s .  A s  a  r e s u l t , t h e  o n l y  s u c c e s s f u l  w a y  to  g r i n d  th e  

s t e m s  w a s  b y  m e a n s  of a  s m a l l  m a n u a l  g r i n d i n g  m i l l .

F r o n d s  w e r e  g r o u n d  w i t h o u t  d i f f i c u l t y  to  a  f i n e  p o w d e r  w i t h  

l i q u i d  a i r  i n  a  m o r t a r .

D r y  f r o n d s  a n d  s t e m s  ( i t  b e i n g  u n d e r s t o o d  t h a t  a  

p r o p o r t i o n  of h o l d  f a s t s  i s  i n c l u d e d  w i t h  t h e  s t e m s )  w e r e  

i n v e s t i g a t e d  s e p a r a t e l y  a n d  t h e  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  

i l l u s t r a t e d  i n  f lo w  c h a r t s  1 a n d  11 w a s  f o l l o w e d .  S e e  p.  86 a n d  8 8 . 

E x p e r i m e n t  3 . 1 .  E t h a n o l i c  e x t r a c t i o n .

T h e  s e a w e e d  g r o u n d  to  a  f i n e  p o w d e r  (30 g.  e a c h ,  

f r o n d s  a n d  s t e m s )  w a s  e x t r a c t e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  80% e t h a n o l  

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  a n o t h e r  t h r e e  t i m e s  w i t h  b o i l i n g  

e t h a n o l .  A f t e r  e a c h  e x t r a c t i o n  t h e  r e s i d u e  w a s  c e n t r i f u g e d  

o ff .  A f t e r  t h e  t h i r d  b o i l i n g  e t h a n o l i c  e x t r a c t i o n  th e  

e x t r a c t  w a s  v i r t u a l l y  d e v o i d  of c a r b o h y d r a t e .  T h e  

c o n c e n t r a t e d  l i g h t  g r e e n  e t h a n o l i c  s o l u t i o n s ,  a f t e r  f i l t r a t i o n  

t o  s e p a r a t e  l i g h t  g r e e n  p r e c i p i t a t e s [ ( l  ) a n d ( 3 )  f r o m  t h e  c o l d  

a n d  h o t  e t h a n o l  e x t r a c t s  r e s p e c t i v e l y ] ,  w e r e  p a r t i t i o n e d  

b e t w e e n  t o l u e n e  a n d  w a t e r  w i t h  a b o u t  5% n - b u t a n o l  to  b r e a k  

t h e  e m u l s i o n .  T h i s  p r o c e d u r e  g a v e  c o l o u r l e s s  e t h a n o l -  

w a t e r  l a y e r s  a n d  d a r k  g r e e n  t o l u e n e  l a y e r s  (due  to  c h l o r o 

p h y l l ) .  T h e  l a t t e r  l a y e r s  w e r e  d i s c a r d e d  a n d  t h e  a q u e o u s - 

e t h a n o l  s o l u t i o n  p o u r e d  in to  e t h a n o l .  W h i t e  s u b s t a n c e s ,

[(2 ) a n d  (4 )] p r e c i p i t a t e d  f r o m  t h e  c o l d  a n d  h o t  e x t r a c t s  

r e s p e c t i v e l y .  S e e  t h e  p r o c e d u r e  o u t l i n e d  i n  f l o w  c h a r t  1 

w h e r e  f u l l  d e t a i l s  of  the  d i f f e r e n t  p r o d u c t s  a r e  g i v e n .
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E x p e r i m e n t  3 . 2 .  F o r m a l d e h y d e  t r e a t m e n t

T h e  r e s i d u a l  d r y  w e e d  (2) (24.  9 g. of  s t e m s  

a n d  23 .  8 g. of  f r o n d s )  w a s  i m m e r s e d  in  a  40% f o r m a l d e 

h y d e  s o l u t i o n  a n d  l e f t  o v e r n i g h t .  T h e n  f o r m a l d e h y d e  

w a s  d i s c a r d e d  a n d  th e  s e a w e e d  s p r e a d  o v e r  s h e e t s  of  

f i l t e r  p a p e r  to  be a i r  d r i e d .

E x p e r i m e n t  3 . 3 .  A q u e o u s  e x t r a c t i o n

A f t e r  a i r  d r y i n g , t h e  r e s i d u a l  w e e d  w a s  e x t r a c t e d  

w i t h  a q u e o u s  c a l c i u m  c h l o r i d e  (2%) s o l u t i o n .  O n c e  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  a t  7 0 ° C  a s  i s  s h o w n  i n  f l o w  

c h a r t  11, p .  88.A f t e r  e a c h  e x t r a c t i o n  th e  s o l i d  w a s  c e n t r i f u g e d  

o ff ,  t h e  e x t r a c t s  t a k e n  d o w n  to  s m a l l  v o l u m e ,  d i a l y s e d  

u n t i l  c h l o r i d e  f r e e  ( t e s t e d  w i t h  s i l v e r  n i t r a t e  s o l u t i o n )  a n d  

t h e n  f r e e z e  d r i e d  to  a  w h i t e  p o w d e r  ( w h i t e  p o w d e r s  (3) a n d  

(4)) .  T h e  w e i g h t  of  e a c h  p r o d u c t  i s  s h o w n  in  T a b l e  3 .  1, p .  91 

E x p e r i m e n t  3 . 4 .  A c i d  e x t r a c t i o n

T h e  r e s i d u a l  w e e d  (4) ( s e e  f lo w  c h a r t  11. p .  88 w a s  

e x t r a c t e d  w i t h  d i l u t e  h y d r o c h l o r i c  a c i d  (pH=2),  f i r s t  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  a t  7 0 ° C .  A f t e r  e a c h  

e x t r a c t i o n  th e  m i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  o ff  a n d  t h e  e x t r a c t s  

d i a l y s e d  a g a i n s t  d e i o n i s e d  w a t e r  u n t i l  no  c h l o r i d e  w a s  

p r e s e n t .  T h e  e x t r a c t s  w e r e  t h e n  f r e e z e - d r i e d  to  w h i t e  

p o w d e r s  (5) a n d  (6 ). W e i g h t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  3 .  1 p .  91 

E x p e r i m e n t  3 .  5. A l k a l i  e x t r a c t i o n

R e s i d u a l  w e e d  (6 ) ( s e e  f l o w  c h a r t  11, p .  88 c o n t i n u e d ) ,  

1 7 . 2 3  g.  of  s t e m s  a n d  1 6 . 7 6  g. f r o n d s ,  w a s  e x t r a c t e d  t h r e e  

t i m e s  w i t h  3% N a ^ C O ^  a t  5 0 ° C  f o r  6 h o u r s  e a c h  t i m e .

T h e  t h i r d  e x t r a c t  w a s  t e s t e d  f o r  c a r b o h y d r a t e

[ G M  2.  7. 1].

In  b o t h  f r o n d s  a n d  s t e m s  t h e r e  w a s  n e g l i g i b l e  

c a r b o h y d r a t e  [ c ^ .  3% on  w e i g h t  ]. T h i s  i n d i c a t e s  a s  

u n n e c e s s a r y  a  f o u r t h  e x t r a c t i o n .  T h e  c o m b i n e d  e x t r a c t s  

s e p a r a t e l y  f o r  f r o n d s  a n d  s t e m s ,  w e r e  p o u r e d  i n t o  e t h a n o l
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(4 v o l u m e s )  w i t h  c o n s t a n t  s t i r r i n g  a n d  a  w h i t e  g e l a t i n o u s  

p r e c i p i t a t e  w a s  p r o d u c e d  a n d  t h i s  w a s  f i l t e r e d  t h r o u g h  

m u s l i n .  T h e  p r e c i p i t a t e  w a s  w a s h e d  t w i c e  w i t h  e t h a n o l  

a n d  c e n t r i f u g e d .  W a s h i n g s  a n d  f i l t r a t e  w e r e  c o m b i n e d ,  

c o n c e n t r a t e d  a n d  p o u r e d  a g a i n  i n to  e t h a n o l  f o l l o w i n g  

t h e  s a m e  p r o c e d u r e  a s  a b o v e .  F i n a l l y  t h e  c o m b i n e d  

f i l t r a t e s  w e r e  c o n c e n t r a t e d  to  s m a l l  v o l u m e  a n d  e s t i m a t e d  

f o r  c a r b o h y d r a t e .

T h e  p r e c i p i t a t e s  w e r e  c o m b i n e d  a s  w e l l ,  r e d i s  s o l v e d  

in  w a t e r ,  d i a l y s e d  a n d  f r e e z e - d r i e d .  A w h i t e  p o w d e r  [ (7) 

i n  f lo w  c h a r t  II, p .  89 ] w a s . o b t a i n e d .  T h i s  p r o d u c t  w a s

d i s s o l v e d  in  w a t e r  up  to  a  1% s o l u t i o n  a n d  t h e n  a  2 % 

a q u e o u s  c a l c i u m  c h l o r i d e  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  s l o w l y  w i t h  

s t i r r i n g  u n t i l  p r e c i p i t a t i o n  o f  c a l c i u m  a l g i n a t e  w a s  c o m p l e t e .  

T h i s  w a s  c e n t r i f u g e d ,  d i s p e r s e d  in  w a t e r  a n d  f r e e z e - d r i e d .

A w h i t e  p o w d e r  (9) of  C a  a l g i n a t e  w a s  o b t a i n e d .  T h e  

s u p e r n a t a n t  w a s  d i a l y s e d  t i l l  c h l o r i d e  f r e e  a n d  f r e e z e - d r i e d ,

A w h i t e  p o w d e r  (8 ) w a s  o b t a i n e d  w h i c h  f o r  s i m p l i c i t y  w i l l  

h e r e i n a f t e r  be  c a l l e d  " f u c a n " .

3 . 3 . 2 .  I n v e s t i g a t i o n s  of  th e  d i f f e r e n t  e x t r a c t s .

E t h a n o l i c  e x t r a c t  

E x p e r i m e n t  3 . 6 .

T h e  c o m b i n e d  p r e c i p i t a t e s  (1),  ( 2 ) ,  (3)  a n d  (4)

( c a .  232  m g  a n d  c ^ .  369  m g  f r o m  f r o n d s  a n d  s t e m s  

r e s p e c t i v e l y ,  s e e  f lo w  c h a r t  I ,  p .  86 ) w e r e  r e d i s s o l v e d

in  w a t e r  a n d  t r e a t e d  w i t h  B i o d e m i n r o l i t ,  ( c a r b o n a t e  

f o r m ) ,  f i l t e r e d  a n d  th e  s o l u t i o n  t a k e n  t o  a  s m a l l  v o l u m e .  

M a n n i t o l  w a s  p r e c i p i t a t e d  b y  s i x  s e q u e n t i a l  a d d i t i o n s  

o f  e t h a n o l .  C r y s t a l l i n e  n e e d l e s  w e r e  r e m o v e d  b y  

f i l t r a t i o n  a f t e r  e a c h  a d d i t i o n ,  a n d  c o m b i n e d  a n d  r e c r y s t a l l 

i s e d  f r o m  e t h a n o l ;  d r i e d  a n d  w e i g h e d .  M e l t i n g  p o i n t  a n d  

m i x e a  m e l t i n g  p o i n t  w e r e  m e a s u r e d .  C r y s t a l s  w e r e  

e x a m i n e d  u n d e r  t h e  m i c r o s c o p e  a n d  c o m p a r e d  w i t h  a  

s t a n d a r d  s a m p l e .
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E x p e r i m e n t  3. 7 .

T h e  c o m b i n e d  e x t r a c t s  (1) a n d  (2) f r o m  f r o n d s  

a n d  s t e m s  ( s e e  f lo w  c h a r t  I) w e r e  a n a l y s e d  s e p a r a t e l y  by  

p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y .  S p o t s  w i t h  0 . 8 9  i n

s o l v e n t  [ G M  2 . 4 .  1. 1 . ]  a n d  R ^ ^ ^ =  0 . 3 7 ;  R q i ^,= 0-77,

~  ^ ' 99 i n  s o l v e n t  [ G M  2.  4 .  1 . 2 . ]  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  

b o t h  f r o n d s  a n d  s t e m s .

E x p e r i m e n t  3 .  8

A l l  t h e  a b o v e  e x t r a c t s  w e r e  c o m b i n e d  a n d  

c o n c e n t r a t e d  to  a  s i n g l e  s y r u p  (200 m g )  a n d  s e p a r a t e d  

i n t o  4  d i f f e r e n t  f r a c t i o n s  on  3 m m  p a p e r  c h r o m a t o g r a m  

w i t h  t h e  f o l l o w i n g  R^^^zzO. 42 ;  0 . 4 9 ;  0 . 6 4  a n d  1.0

m o b i l i t i e s  in  s o l v e n t  [ G M 2 . 4 . 1 . 2 . ] .

E x p e r i m e n t  3 .  9

T h e  s u b s t a n c e s  w i t h  0 . 49  a n d  0 . 6 4  i n  th e

a b o v e  f r a c t i o n a t i o n  w e r e  h y d r o l y s e d  [G M  2 . 3 . 2 ]  a n d  th e  

h y d r o l y s a t e s  a n a l y s e d  by  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  i n  

s o l v e n t s  [ G M  2.  4 .  1. 1. a n d  2.  4 . 1 . 2 . ] ,  s p r a y s  ( G M 2 .  5 . 1 

a n d  2 . 5 . 2 ]  a n d  b y  i o n o p h o r e s i s  [ GM 2.  4 .  2 .  2 . ] .

A q u e o u s  e x t r a c t  

E x p e r i m e n t  3 . 1 0

T h e  d i f f e r e n t  a q u e o u s  e x t r a c t s  w e r e  e s t i m a t e d  

f o r  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  [ G M  2 . 7 . 1 . ]  u r o n i c  a c i d  

c o n t e n t  [ G M  2 . 7 .  2 .  1 a n d  2.  7 . 2 . 2 .  (1),  (2) and (3) ] 

s u l p h a t e  c o n t e n t  [ G M  2.  7. 4] ,  n i t r o g e n  a n d  p r o t e i n  

c o n t e n t  [ G M  2.  7. 3. ]. R e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  3 .  2 .  p .  92 

E x p e r i m e n t  3 . 1 1

S e p a r a t e  a l i q u o t s  (5 0 m g  e a c h )  of  t h e  w h i t e  

p o w d e r s  (3 ) a n d  (4 ) ( s e e  f lo w  c h a r t  I I ,  p .  88 ) s e p a r a t e d  f r o m  th e  

c o l d  a n d  h o t  a q u e o u s  e x t r a c t s ,  f r o m  b o t h  f r o n d s  a n d  

s t e m s  w e r e  h y d r o l y s e d  s e p a r a t e l y  [ GM 2. 3.  1].  T h e  

h y d r o l y s a t e s  w e r e  e x a m i n e d  o n  p a p e r  c h r o m a t o g r a m s  

i n  s o l v e n t s  [ G M  2.  4 . 1 . 1 .  a n d  2.  4.  1 . 2 . ]  a n d  s p r a y s  

[ G M  2 . 6 . 1 ;  2 . 5 . 2 ;  2 . 5 . 3  and 2 . 5 . 4 . ] .
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E x p e r i m e n t  3 .  12

T h e  h y d r o l y s a t e s  of  b o t h  f r o n d s  a n d  s t e m s  of  t h e  

h o t  a q u e o u s  e x t r a c t s  ( s o l i d s  (4), f l o w  c h a r t  I I ,  p . 88  ) w e r e  

s e p a r a t e d  on  3 M M  p a p e r  c h r o m a t o g r a m ,  s o l v e n t  [G M

2 . 4 .  1 . 1 . ]  i n t o  n e u t r a l  a n d  a c i d  m a t e r i a l s .  T h e  n e u t r a l  

f r a c t i o n s  w e r e  r e d u c e d  [GM  2 . 8 . 4 . ]  c o n v e r t e d  i n t o  th e  

a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  [ G M  2 . 8 . 5 . ]  a n d  a n a l y s e d  on  g.  1. c .

[ G M  2 . 6 . 1 . a n d  2 . 6 . 2 . ] .  R e s u l t s  a r e  s h o w n  in  

T a b l e  3 .  4 p .  94 

E x p e r i m e n t  3 .  13

H o t  a q u e o u s  e x t r a c t ,  s t e m s  ( s o l i d  (4),  f l o w  c h a r t  

II,  p .88 ) d i s s o l v e d  i n  w a t e r  (2 m g /  m l )  a n d  l a y e r e d

o n  to  a  S e p h a r o s e  4B c o l u m n  ( 1 6 . 5  x  1 . 3  c m ) ,  e l u t e d  

w i t h  M K C l  [ G M  2 . 8 . 1 1 . 2 ] .  T h e  f r a c t i o n s  w e r e  

e s t i m a t e d  f o r  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  a n d  t h e  m a x i m u m  

a b s o r b a n c e  g a v e  t h e  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t  of  

t h e  p o l y s a c c h a r i d e  in  c o m p a r i s o n  w i t h  s t a n d a r d  d e x t r a n s  

of  d i f f e r e n t  m o l e c u l a r  w e i g h t s  r u n  s e p a r a t e l y  on  t h e  s a m e  

c o l u m n  a n d  u n d e r  t h e  s a m e  c o n d i t i o n s .  S e e  f i g u r e  3 , 6 p . c 7 

A c i d  E x t r a c t  

E x p e r i m e n t  3 . 1 4

T h e  d i f f e r e n t  e x t r a c t s  w e r e  a n a l y s e d  f o r  c a r b o 

h y d r a t e ,  u r o n i c  a c i d ,  s u l p h a t e  a n d  p r o t e i n  c o n t e n t s  a s  

o u t l i n e d  i n  E x p e r i m e n t  3 .  10.  R e s u l t s  a r e  s h o w n  in  

T a b l e  3 . 2 . p . 92 

E x p e r i m e n t  3 .  1 5 .

T h e  a c i d  e x t r a c t s  f r o m  b o t h  f r o n d s  a n d  s t e m s  

w e r e  i n v e s t i g a t e d  t h r o u g h  th e  s a m e  p r o c e d u r e  o u t l i n e d  

i n  E x p e r i m e n t  3 . 1 1 .

E x p e r i m e n t  3 .  16

T h e  h y d r o l y s a t e s  o f  b o t h  f r o n d s  a n d  s t e m s  of  

t h e  h o t  a c i d  e x t r a c t s  ( s o l i d s  (6 ), s e e  f l o w  c h a r t  I I,  p . 8 8  ) w e r e  

s e p a r a t e d  on  3 M M  p a p e r  c h r o m a t o g r a m ,  s o l v e n t  

[ G m  2 . 4 .  1 . 1 . ] ,  i n t o  n e u t r a l  a n d  a c i d  m a t e r i a l s .  T h e
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t o t a l  a c i d  m a t e r i a l  w a s  e s t i m a t e d  b y  p h e n o l  s u l p h u r i c  

a c i d  m e t h o d  [ G M  2.  7. 1] a s  g l u c u r o n i c  a c i d .  T h e  

c o m b i n e d  n e u t r a l  s u g a r s  w e r e  r e s e p a r a t e d  on  3 M M  

p a p e r  w i t h  s o l v e n t  [ G M  2.  4 . 1 . 2 . ]  a n d  t h e  a p p r o p r i a t e  

a r e a s  c o r r e s p o n d i n g  to  th e  i n d i v i d u a l  s u g a r s  e l u t e d  w i t h  

w a t e r  f r o m  t h e  p a p e r  s t r i p s ,  f i l t e r e d  t h r o u g h  m i l l i p o r e  

f i l t e r  ( 0 . 4 5  j i )  a n d  a n a l y s e d  f o r  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  

[ G M  2 . 7 . 1 .  ]. R e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  of  t h e  m o n o s a c c h a r i d e  

c o n s t i t u e n t s  a n d  th e  u r o n i c  a c i d  c o n t e n t  w e r e  o b t a i n e d  

f r o m  s t a n d a r d  g r a p h s .  R e s u l t s  c a n  be  s e e n  i n  T a b l e

3 . 3 ,  p .  93 .

E x p e r i m e n t  3 . 1 7

A n  a l i q u o t  of  t h e  h y d r o l y s a t e s  of  e x t r a c t  (6 ) f o r  

b o t h  f r o n d s  a n d  s t e m s  w e r e  s e p a r a t e d  i n t o  a c i d  a n d  

n e u t r a l  f r a c t i o n s  a s  o u t l i n e d  i n  E x p e r i m e n t  3 .  16.

T h e  c o m b i n e d  n e u t r a l  s u g a r s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  a s  in  

E x p e r i m e n t  3 . 1 2 .  R e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  3 . 4 .  p .  94  

A l k a l i  E x t r a c t  

E x o e r i m e n t  3 . 1 8

A p o r t i o n  of t h e  " f u c a n " ,  s e p a r a t e l y  f o r  f r o n d s  

a n d  s t e m s , w a s  d i s s o l v e d  in  w a t e r  to  e s t i m a t e  c a r b o h y d r a t e  

c o n t e n t  [ G M  2 7 . 1 . ]  a n d  a n o t h e r  p o r t i o n  w a s  a n a l y s e d  f o r  

c o n s t i t u e n t s  s u g a r s  a s  i n  E x p e r i m e n t  3 . 1 1 .

E x p e r i m e n t  3 . 19

A s a m p l e  of  th e  I ' f u c a n ' b w a s  h y d r o l y s e d  [G M  2 . 3 . 1 . ]  

a n d  th e  h y d r o l y s a t e  w a s  t r e a t e d  a s  in  E x p e r i m e n t  3 . 1 2  

a b o v e .  R e l a t i v e  m o l a r  p r o p o r t i o n  of  c o n s t i t u e n t  m o n o 

s a c c h a r i d e s  s u g a r s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  3 . 5 a ,  p .  99.

T o t a l  r e c o v e r y  f r o m  f r o n d s  a n d  s t e m s ,  a f t e r  s e q u e n t i a l  

e x t r a c t i o n  c a n  be  s e e n  i n  T a b l e  3 . 6 .  , p .  100.
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3 . 3 . 3 .  D i r e c t  e x t r a c t i o n  of  a l g i n i c a c i d  ( s e e  f l o w  c h a r t  I I I .  p .  101 

E x p e r i m e n t  3 . 2 0

A p o r t i o n  of  th e  d r y  a l g a  (5 g. f r o n d s  a n d  s t e m s  

s e p a r a t e l y )  g r o u n d  to  a  f i n e  p o w d e r  w a s  s o a k e d  i n  a  1 . 8 % 

s o l u t i o n  of  f o r m a l i n  a n d  th e  m i x t u r e  s t i r r e d  f o r  s o m e  m i n u t e s  

a n d  t h e n  l e f t  f o r  h a l f  a n  h o u r .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d e c a n t e d  

o ff  a n d  w a t e r  (150  m l )  w a s  a d d e d  a n d  th e  pH of t h e  m i x t u r e  

w a s  f o u n d  to  be 6 . 5 .

T o  t h i s  m i x t u r e  s o l i d  N a ^ C O ^  ( 1 . 5  g) a n d  a  10%

N a O H  s o l u t i o n  (1. 5 m l )  w e r e  a d d e d  a n d  th e  m i x t u r e  w a s  

k e p t  a t  6 0 C f o r  2 h o u r s  u n d e r  s t i r r i n g .  T h e  r e s i d u e  (1 ) 

w a s  f i l t e r e d  off  a n d  the  s o l u t i o n  n e u t r a l i s e d  (pH =  6 . 5  - 

7 . 0 ) w i t h  d i l u t e  h y d r o c h l o r i c  a c i d  a n d  d i l u t e d  to  8 00  m l .

C a l c i u m  c h l o r i d e  s o l u t i o n  (100 m l )  w a s  a d d e d  

u n d e r  s t i r r i n g  s o  t h a t  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  of  c a l c i u m  

c h l o r i d e  i n  t h e  s o l u t i o n  b e c a m e  2%. T h e  g e l a t i n o u s  

c a l c i u m  a l g i n a t e  p r e c i p i t a t e d  w a s  c e n t r i f u g e d  off  a n d  t h e n  

w a s h e d  w i t h  d i l u t e  C a C l ^  s o l u t i o n .  T h e n  s u s p e n d e d  i n  

w a t e r  a n d  f r e e z e - d r i e d  to  a  w h i t e  s o l i d  of  Ca  a l g i n a t e  A 

( 1 . 8 3  g s t e m s  a n d  1 . 2 7  g f r o n d s ,  ( s e e  f l o w  c h a r t  III ,  p . l 01 ).

T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i a l y s e d  f o r  t h r e e  d a y s  a n d  t h e n  

f r e e z e - d r i e d ,  ' f u c a n "  A w a s  o b t a i n e d  (0. 14 g s t e m s  a n d  

0 . 2 0  g f r o n d s ).

T h e  r e s i d u e  (1) w a s  e x t r a c t e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  a  

3% N a ^ C O ^  s o l u t i o n  (150  m l )  a t  7C°C f o r  3 h o u r s  e a c h  t i m e .

T h e  c o m b i n e d  s o l u t i o n s  w e r e  n e u t r a l i s e d  (pH =  6 . 55)  w i t h  d i l u t e  

H C l  a n d  d i l u t e d  to  500  m l .  T h i s  s o l u t i o n  w a s  t r e a t e d  a s  

p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  a n d  g a v e  a  w h i t e ,  s o l i d  of  c a l c i u m  

a l g i n a t e  B , ( 0 . 2 2  g f o r  s t e m s  a n d  0 . 4 4  g f r o n d s )  a s  w e l l  a s  

a  w h i t e  s o l i d ,  " f u c a n "  B ( 0 . 2 0  g s t e m s  a n d  0 . 2 7  g f r o n d s ) .

3 . 3 . 4 .  E x a m i n a t i o n  of  the  c a l c i u m  a l g i n a t e  f r o m  th e  a l k a l i n e  e x t r a c t  

E x p e r i m e n t  3 . 2 1

C o n v e r s i o n  of  c a l c i u m  a l g i n a t e  to  s o d i u m  a l g i n a t e

T h e  c o m b i n e d  c a l c i u m  a l g i n a t e s  A a n d  B ( E x p .  3 . 2 0 )  

2 . 05 g s t e m s  a n d  1 . 71 g of f r o n d s ,  w e r e  s u s p e n d e d  in
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0 . 5  H C l  (100 m l )  s o l u t i o n  i n  a  s i n t e r e d  f u n n e l ,  t h e  

b a s e  of  w h i c h  w a s  f i l l e d  w i t h  w a t e r .  T h e  s u s p e n s i o n  

w a s  o c c a s i o n a l l y  s t i r r e d  a n d  a f t e r  3 h o u r s  t h e  h y d r o c h l o r i c  

a c i d  w a s  f i l t e r e d  of f .  T h e  f i l t r a t e  w a s  t e s t e d  f o r  c a l c i u m  

i o n s  w i t h  a n  o x a l a t e  s o l u t i o n  a n d  th e  p r o c e s s  r e p e a t e d  t w i c e .  

N o  c a l c i u m  w a s  f o u n d  in  th e  l a s t  f i l t r a t e  a n d  t h e  s o l i d  w a s  

w a s h e d  w i t h  w a t e r  t i l l  t h e  f i l t r a t e  w a s  n e a r l y  n e u t r a l  u s i n g  

t r o p o l e i n  a s  i n d i c a t o r .  T h e  s o l i d  w a s  t h e n  s u s p e n d e d  

i n  w a t e r  u n d e r  v i g o r o u s  s t i r r i n g  a n d  t i t r a t e d  w i t h  0. 1 M  

N a O H  s o l u t i o n  u n t i l  p H  =  7 w a s  r e a c h e d  by  w h i c h  t i m e  a l l  

t h e  a l g i n i c  a c i d  h a d  d i s s o l v e d .  T h e  s o l u t i o n  w a s  d i a l y s e d  

f o r  t w o  d a y s  a n d  f r e e z e - d r i e d  to  a  w h i t e  s o l i d  (1 . 8 2 6  g 

s t e m s  a n d  1 . 4 4 8  g f r o n d s ) .

E x p e r i m e n t  3 .  22

P o r t i o n s  of d r y  a l g a  ( 9 3 . 4  g f r o n d s  ; 4 . 8 8  g s t e m s )  

e a c h  g r o u n d  to  a  p o w d e r ,  w e r e  s e p a r a t e l y  e x t r a c t e d  a s  i n  

e x p e r i m e n t  3 . 2 0  a n d  t h e  c o r r e s p o n d i n g  c a l c i u m  a l g i n a t e s  

w e r e  c o n v e r t e d  i n to  s o l u b l e  s o d i u m  a l g i n a t e s  a s  i n  

e x p e r i m e n t  3 . 2 1 .  Y i e l d s  c a n  be s e e n  i n  T a b l e  3 . 8  p . 107.  

E x p e r i m e n t  3 . 2 3

T h e  v i s c o s i t y  of 1% a q u e o u s  s o d i u m  a l g i n a t e  

s o l u t i o n s  (25 m l )  of th e  d i f f e r e n t  e x t r a c t s  ( e x p e r i m e n t s  

3 . 2 1  a n d  3 . 2 2 )  w e r e  m e a s u r e d  a t  25 C i n  a n  O s w a l d  

c a p i l l a r y  v i s c o m e t e r .  R e s u l t s  i n  T a b l e  3 . 9  p . 109.  

E x p e r i m e n t  3 .  24

P o r t i o n s  of  s o d i u m  a l g i n a t e  A ( c a .  55 m g )  f r o m  

f r o n d s  a n d  s t e m s ,  s e e  f lo w  c h a r t  III ,  p . l 01,  w e r e  

s e p a r a t e l y  h y d r o l y s e d  [ G M  2 . 3 . 1 . ]  a n d  t h e  h y d r o l y s a t e s  

a n a l y s e d  o n  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y ,  s o l v e n t s  [ G M  2.  4 . 1 . 1 .  

a n d  2 . 4 .  1 . 2 . ]  l o c a t i n g  r e a g e n t s  [GM  2 . 5 . 1  a n d  2 . 5 . 2 . ]  

a n d  by  i o n o p h o r e s i s  [GM  2. 4 .  2 . 1 . ]
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E x p e r i m e n t  3 .  25

A s a m p l e  of  N a  A l g i n a t e  ( 3 1 . 5  m g )  e x t r a c t e d  

f r o m  s t e m s , h a v i n g  v i s c o s i t y  2 6 7 , 6  c p s  ( s e e

T a b l e  3 .  9 ),w a s  s h a k e n  t w i c e  w i t h  d e u t e r i u m  o x i d e  

a n d  f r e e z e  d r i e d .  T h e n  a n a l y s e d  by  n.  m .  r . a t  

2 9 6 ° K ,  r e f e r e n c e d  to  e x t e r n a l  T . M . S .  A n o t h e r  f r e e z e  

d r i e d  s a m p l e  of  t h e  s a m e  N a  A l g i n a t e  (6 0. 7 m g )  w a s

d i s s o l v e d  i n  d e u t e r i u m  o x i d e  a n d  a n a l y s e d  t h r o u g h
13 o

C n.  m .  r .  m e t h o d  a t  353 K,  r e f e r e n c e d  to  e x t e r n a l

T . M . S .  a t  305 K.  B o t h  m e t h o d s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n

a  4 0 0  M H z  a p p a r a t u s .

3 . 3 . 5 .  I n v e s t i g a t i o n  of  " f u c a n "  e x t r a c t e d  b y  d i r e c t  a l k a l i  m e t h o d . 

E x p e r i m e n t  3 .  26

S a m p l e s  of " f u c a n "  A a n d  B ( s e e  f l o w  c h a r t  III ,

P . 101 ), N a  a l g i n a t e s  A a n d  B a n d  m i x t u r e  of  " f u c a n "

a n d  a l g i n a t e  w e r e  a n a l y s e d  t h r o u g h  T G F P  e l e c t r o p h o r e s i s  

m e t h o d  [G M  2 . 4 . 3 . ]  a n d  t h e i r  b e h a v i o u r  c o m p a r e d  w i t h  

" f u c a n s "  p r e v i o u s l y  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e s e  l a b o r a t o r i e s  

a n d  w i t h  a  s t a n d a r d  s a m p l e  of  s o l u b l e  s t a r c h .

E x p e r i m e n t  3 . 2 7 .
11 t t

F u c a n  A a n d  B c o m b i n e d ,  s e p a r a t e l y  f o r  f r o n d s  

a n d  s t e m s ,  w e r e  h y d r o l y s e d  [ G M  2 . 3 . 1 . ]  a n d  a n a l y s e d  

f o r  s u g a r s  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  u s i n g  th e  u s u a l  

s o l v e n t s  a n d  l o c a t i n g  r e a g e n t s .  T h e  h y d r o l y s a t e  of  

s t e m s  w a s  s e p a r a t e d  by  p r e p a r a t i v e  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  

i n t o  n e u t r a l  s u g a r s  a n d  u r o n i c  a c i d .

T h e  l a t t e r  w a s  e s t e r i f i e d  [ G M  2 . 8 . 3 .  1 . ] ,  r e d u c e d  

[ G M  2.  8 . 4.] a n d  h y d r o l y s e d  [G M  2 . 3 . 1 . ]  a n d  t e s t e d  f o r  

g l u c o s e  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y ,  s o l v e n t  [ G M  2 . 4 .  1 . 1 . ]  

a n d  g l u c o s e  o x i d a s e  r e a g e n t  [ G M  2.  5 .  3 .  ].

E x p e r i m e n t  3 . 2 8

S a m p l e s  of  " f u c a n "  f r o m  f r o n d s  e x t r a c t e d  by  

s e q u e n t i a l  a l k a l i n e  m e t h o d  a n d  d i r e c t  a l k a l i n e  m e t h o d
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w e r e  h y d r o l y s e d  [ G M  2 . 3 . 1 . ]  T h e  h y d r o l y s a t e s  

c o n v e r t e d  i n to  th e  c o r r e s p o n d i n g  a l d i t o l  a c e t a t e s  

[ G M  2.  8 . 4 a n d  2.  8 . 5] a n d  t h e n  a n a l y s e d  b y  g.  1. c .

[G M  2 . 6 . 1  a n d  2 . 6 . 2 . ]  a n d  b y g . l . c .  - m . s .

[G M  2 . 6 . 3 . ] .  R e l a t i v e  m o l a r  p r o p o r t i o n  of s u g a r s  

a r e  s h o w n  i n  T a b l e  3 .  5 a , p .  9 9 .

E x p e r i m e n t  3.  29

A s o l u t i o n  of  4 m g /  m l  of f u c a n  A ( f low  c h a r t  

III ,  p .  101 f r o m  f r o n d s  w a s  l a y e r e d  on  t o p  of a  S e p h a r o s e  

4B  c o l u m n  [ 1 6 . 5  x  1 . 3  c m ]  a n d  e l u t e d  a s  o u t l i n e d  i n  

E x p e r i m e n t  3 . 1 3 .  to  e s t i m a t e  i t s  m o l e c u l a r  w e i g h t .

T h e  s a m e  s a m p l e  w a s  a n a l y s e d  f o r  p r o t e i n  c o n t e n t  

[G M  2.  8 . 1 . 4 . ]  1 m l  of  t h e  f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  w a s

a n a l y s e d  f o r  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t s  a n d  a n o t h e r  1 m l  

f o r  p r o t e i n  a s s a y .  S e e  F i g u r e  3 . 8  p .  106.

E x p e r i m e n t  3 . 3 0

A l i q u o t s  of  " f u c a n s "  A a n d  B , w e r e  a n a l y s e d  

f o r  s u l p h a t e  c o n t e n t  [GM  2 . 7 . 4 . ] ,  f o r  n i t r o g e n  a n d  

p r o t e i n  c o n t e n t  [G M  2 . 7 . 3 . ]  a n d  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  

[ G M  2 . 7 . 1 . ] .  S e e  r e s u l t s  o n  T a b l e  3 . 7 ,  p .  100.

A p o r t i o n  of  " f u c a n "  B ,  4 0 . 6  m g  of  f r o n d s  ( s e e  f l o w  

c h a r t  I II ,  p .  101 ) w a s  h y d r o l y s e d  w i t h  12 N H C l  a n d  t h e  

h y d r o l y s a t e  a n a l y s e d  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  f o r  a m i n o  

a c i d s ,  w i t h  s o l v e n t  [GM  2 . 4 .  1 . 2 . ]  a n d  s t a i n i n g  r e a g e n t  

[ G M  2 . 5 . 5 . ] .

E x p e r i m e n t  3 . 3 1

A s a m p l e  of  " f u c a n " ,  5 0 . 2  m g ,  f r o m  f r o n d s ,  w a s
o

d r i e d  i n  a  v a c u u m  p i s t o l  d r i e r  a t  45 C .  T h e  d r i e d  s a m p l e  

w a s  e s t e r i f i e d  u n d e r  a n h y d r o u s  c o n d i t i o n s  [ G M  2.  8 . 3 , 1 . ] ,  

r e d u c e d  w i t h  N a B D ^  [G M  2.  8 . 4 .  ], h y d r o l y s e d  [G M  2 . 3 . 1 . ] ,  

r e d u c e d  a g a i n ,  now  w i t h  N a B H ^  a n d  the  r e d u c e d  s a m p l e  

c o n v e r t e d  i n t o  t h e  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e  [ G M  2 . 8 . 5 ]  

a n d  a n a l y s e d  o n  g.  1. c .  [ G M  2 . 6 . 1. ] a n d  g.  1. c .  - m .  s .  

[ G M  2 . 6 . 2 .  a n d  2 . 6 . 3 . ] .
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E x p e r i m e n t  3 .  32

S e a w e e d  r e s i d u e  [ f r o n d s  a n d  s t e m s ] ,  1 g, 

a f t e r  s e q u e n t i a l  e x t r a c t i o n ;  1 g of  f r o n d s ,  r e s i d u a l  

w e e d  f r o m  d i r e c t  a l k a l i n e  e x t r a c t i o n  a n d  0 . 4  g 

e a c h  o f  f r o n d s  a n d  s t e m s  f r o m  d i r e c t  a l k a l i n e  e x t r a c t i o n  

[ t h i s  m e a n s  a f t e r  E x p e r i m e n t  3 . 5 ;  E x p e r i m e n t  3 . 2 2  a n d  

E x p e r i m e n t  3 . 2 0  r e s p e c t i v e l y ]  w e r e  h y d r o l y s e d  w i t h  9 0 % 

H C O O H  [G M  2 . 3 .  1 . ]  a n d  w i t h  72% H ^ S O ^  [G M  2 . 3 . 3 . ] .

T h e  h y d r o l y s a t e s  w e r e  a n a l y s e d  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  

f o r  s u g a r s ,  s o l v e n t s  [GM  2 . 4 . 1 . 1 .  a n d  2.  4 .  1 . 2 . ]  a n d  

l o c a t i n g  r e a g e n t s  [G M  2 . 5 .  1. a n d  2 . 5 . 2 . ] .

3 . 3 . 6 .  D i r e c t  h o t  a q u e o u s  e x t r a c t i o n  of " f u c a n "  ( s e e  f l o w  c h a r t  IV) 

E x p e r i m e n t  3 .  33

S t e m s  a n d  f r o n d s  w e r e  g r o u n d  to  p o w d e r  a n d  

m i x e d  a p p r o x i m a t e l y  i n  e q u a l  p r o p o r t i o n s .  T h e  c o m b i n e d  

p o w d e r  77 1 .  0 g. w a s  t r e a t e d  w i t h  a  25% s o l u t i o n  of 

f o r m a l d e h y d e ,  s t i r r e d  f o r  30 m i n u t e s  a n d  t h e n  l e f t  

o v e r n i g h t .  T h e  f o r m a l d e h y d e  l a y e r m  i s  c a r d e d  a n d  t h e  

r e s i d u e  s p r e a d  o v e r  s h e e t s  o f  f i l t e r  p a p e r  i n  a  f u m e  

c u p b o a r d ,  w i t h  a  c u r r e n t  of  c o l d  a i r  to e l i m i n a t e  t h e  

m a x i m u m  a m o u n t  of f o r m a l d e h y d e .

T h e  r e s i d u a l  w e e d  w a s  d r i e d  i n  a i r  a n d  t h e n  

e x t r a c t e d  4 t i m e s  w i t h  2% C a C l ^  s o l u t i o n  (2 1) a t  7 0 C ,

5 h o u r s  e a c h  t i m e .  A f t e r  e a c h  e x t r a c t i o n  t h e  m i x t u r e  

w a s  c e n t r i f u g e d  a n d  th e  e x t r a c t s  e v a p o r a t e d  d o w n  to  a  

s m a l l e r  v o l u m e  [GM  2 . 1 . 2 . ] ,  d i a l y s . e d  to  g e t  r i d  of 

i n o r g a n i c  c o n t a m i n a n t s  a n d  low  m o l e c u l a r  w e i g h t  

c a r b o h y d r a t e s  a n d  t h e n  c o m b i n e d  to  b e  f i n a l l y  f r e e z e -  

d r i e d  a n d  w e i g h e d .  A w h i t e  s o l i d ,  " f u c a n "  (20 .  32 g . ) 

w a s  o b t a i n e d .  S e e  f l o w  c h a r t  IV,  p .  Î Î 4 .

3 . 3 . 7  I n v e s t i g a t i o n  of t h i s  " f u c a n " ,  h o t  a q u e o u s  e x t r a c t .  

E x p e r i m e n t  3 . 3 4

A p o r t i o n  of t h e  " f u c a n "  (10 m g )  w a s  a n a l y s e d



f o r  c a r b o h y d r a t e  [G M  2 . 7 . 1 . ] ,  u r o n i c  a c i d  [G M  2.  7 . 2 .  2.

2) a n d  3) ] s u l p h a t e  [GM  2 . 7 . 4 . ]  n i t r o g e n  a n d  p r o t e i n  

[ G M  2 . 7 . 3  ] a s h  a n d  m o i s t u r e  c o n t e n t .  S e e  r e s u l t s  i n  

T a b l e  3 . 1 0  p.  113 

E x p e r i m e n t  3 . 3 5

A s a m p l e  of  t h e  " f u c a n "  w a s  h y d r o l y s e d  

[G M  2. 3 .  1] a n d  th e  h y d r o l y s a t e  e x a m i n e d  f o r  s u g a r s  o n  

a  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h  [GM  2 . 4 . 1 . ] ,  s o l v e n t  [G M  2 . 4 .  1 . 1 . ,

2 .  4.  2. 2,. a n d  2 .4 : ,2 .  3.  ] a n d  s p r a y s  [GM  2 . 5 . 1 . ,  2 . 5 . 2 . ,

2 . 5 . 3 .  a n d  2 . 5 . 4 . ] .  A s i m i l a r  s a m p l e  w a s  h y d r o l y s e d  

w i t h  12 N H C l  a n d  th e  h y d r o l y s a t e  e x a m i n e d  f o r  a m i n o  

a c i d s  o n  a  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h ,  s o l v e n t s  [G M  2 . 4 .  1 . 1 .  

a n d  2.  4 .  2.  2.  ] a n d  s p r a y  [GM 2 . 5 . 5 . ] .

E x p e r i m e n t  3.  36

D e s u l p h a t i o n  by  a )  a c i d i c  m e t h o d  [G M  2.  8 . 9. ] 

a n d  by  b) a l k a l i n e  m e t h o d  [GM 2 . 8 . 8 . ]  of  p o r t i o n s  of  t h e  

" f u c a n "  w a s  a t t e m p t e d .  T h e  s u l p h a t e  c o n t e n t  of  t h e  

p r o d u c t s  w a s  d e t e r m i n e d  [G M  2 . 7 . 4 ]  a n d  c o m p a r e d  w i t h  

t h a t  of  t h e  o r i g i n a l  " f u c a n " .  H y d r o l y s a t e s  of  t h e  d e r i v e d  

p o l y s a c c h a r i d e s  w e r e  e x a m i n e d  by  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y .  

E x p e r i m e n t  3 . 3 7

A s a m p l e  of " f u c a n "  e x t r a c t e d  f r o m  H i m a n t h a l i a  

l o r e a  , a l s o  a  b r o w n  s e a w e e d  p r e v i o u s l y  i n v e s t i g a t e d  i n  

t h e s e  l a b o r a t o r i e s  by  G.  C a r l b e r g  a n d  A .  R a h m a n  w a s  

s u b j e c t e d  to  d e s u l p h a t i o n  u n d e r  t h e  a l k a l i n e  m e t h o d  

[ G M  2 . 8 . 8 . ] .  T h e  r e s u l t s  w e r e  c o m p a r e d  w i t h  " f u c a n "  

f r o m  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s . S e e  T a b l e  3 .  16 p .  127 

E x p e r i m e n t  3 .  38 F r a c t i o n a t i o n  of  the  " f u c a n "  o n  D E  52 

c e l l u l o s e  c o l u m n .

5 0 0  m g  of  the  " f u c a n "  w e r e  d i s s o l v e d  i n  1 0 m l  

of  w a t e r  a n d  l a y e r e d  o n  to  a  D E  52 c e l l u l o s e  c o l u m n  

[G M  2 . 8 . 1  0].  T h e  c o l u m n  w a s  e l u t e d  w i t h  c a .  1 l i t r e  of
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e a c h  of t h e  f o l l o w i n g  s o l u t i o n s :  w a t e r :  0 . 2  M K C l ;

0 . 5  ^  K C l  a n d  ^ K C l  . T h e  r e c o v e r y  of t h e  d i f f e r e n t  

f r a c t i o n s  i s  t a b u l a t e d  i n  T a b l e  3 . 1 2 ,  p .  H 7 .

E x p e r i m e n t  3 . 3 9 .

T h e  c a r b o h y d r a t e  [G M  2 , 7 . 1 . ] ,  t h e  s u l p h a t e  

[G M  2.  7.  4] a n d  the  u r o n i c  a c i d  c o n t e n t s  [G M  2. 7.  2 .  2 .  ,

2) a n d  3)] w e r e  d e t e r m i n e d  f o r  e a c h  of t h e  f r a c t i o n s .

S p e c i f i c  r o t a t i o n  [G M  2 . 1 . 4 ]  of t h e s e  f r a c t i o n s  w a s  a l s o  

d e t e r m i n e d .  S e e  T a b l e 3 .  11, p.

A f t e r  h y d r o l y s i s  [G M  2 . 3 . 1 . ] ,  t h e  m o n o s a c c h a r i d e  

c o n s t i t u e n t s  of  t h e  h y d r o l y s a t e s  of  t h e  d i f f e r e n t  f r a c t i o n s  

w e r e  c h a r a c t e r i s e d  by  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  by  

g.  1. c .  of  t h e  c o r r e s p o n d i n g  a l d i t o l  a c e t a t e s .  R e s u l t s  

a r e  s h o w n  i n  T a b l e  3 .  12 , p .  117 i n  c o m p a r i s o n  w i t h  

o t h e r  " f u c a n s "  e x t r a c t e d  f r o m  b r o w n  s e a w e e d s .

E x p e r i m e n t  3 . 4 0

A p o r t i o n  of 0. 2 M  K C l  a n d  0. 5_M K C l  (2 m g /  m l )  

f r a c t i o n s  w e r e  s e p a r a t e l y  l a y e r e d  o n  to  a  S e p h a r o s e  4B  

c o l u m n  [165 c m  x  1. 3 c m ] ,  e l u t e d  w i t h  ^  K C l  [G M  2 . 8 . 1 1 . 2 ]  

a n d  m o l e c u l a r  w e i g h t s  e s t i m a t e d  a s  i n  E x p e r i m e n t  3 .  13 .

S e e  F i g u r e  3 . 1 0  p .  120.

E x p e r i m e n t  3 . 4 1

150 m g  of " f u c a n "  w e r e  h y d r o l y s e d  [G M  2 . 3 . 1 . ]  

a n d  t h e  h y d r o l y s a t e  s e p a r a t e d  on  3 M M  p a p e r  c h r o m a t o g r a m ,  

s o l v e n t  [G M  2 , 4 .  1 . 1 . ]  i n t o  n e u t r a l  a n d  a c i d i c  c o m p o n e n t s .

T h e  n e u t r a l  s u g a r s  w e r e  t h e n  s e p a r a t e d  i n  t h e  s a m e  w a y  w i t h  

s o l v e n t  [G M  2.  4 . 1 . 2 . ]  a n d  b o t h  f r a c t i o n s ,  n e u t r a l  s u g a r s  

a n d  u r o n i c  a c i d s ,  s e p a r a t e l y  i n v e s t i g a t e d .

E x p e r i m e n t  3 . 4 2

S e p a r a t e d  m o n o s a c c h a r i d e s  s u g a r s  f r o m  t h e  " f u c a n "  

w e r e  f r e e z e  d r i e d  a n d  w e i g h e d  a n d  t h e  m o l a r  p r o p o r t i o n  

d e t e r m i n e d ;  p u r i t y  of  t h e s e  s u g a r s  w a s  a n a l y s e d  o n  p a p e r  

c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  s o l v e n t s  [GM  2 . 4 .  1. 1. a n d  2 . 4 .  1 . 2 . ]  

a n d  l o c a t i n g  r e a g e n t s  [GM  2 . 5 , 1 .  a n d  2 . 5 . 2 . ]  A p o r t i o n
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of  t h e s e  s u g a r s  w a s  c o n v e r t e d  to  th e  a l d i t o l  a c e t a t e  

[ G M  2. 8 . 4 .  a n d  2.  8 . 5 .  ] a n d  s e p a r a t e l y  a n a l y s e d  on  

g . l . c .  [G M  2 . 6 . 1 .  a n d  2 . 6 . 2 . ]

E x p e r i m e n t  3 .  4 3.  S e p a r a t i o n  a t t e m p t  of  g l u c o s e  f r o m  

g a l a c t o s e .

A s a m p l e  of t h e  mix ture  of g l u c o s e  a n d  g a l a c t o s e  

s e p a r a t e d  f r o m  t h e  " f u c a n "  h y d r o l y s a t e ,  w a s  s p o t t e d  o n  

a  s h e e t  of  3 M M  p a p e r  c h r o m a t o g r a m .  5 v o l u m e s  of  

g l u c o s e  o x i d a s e  r e a g e n t  [ W o r t h i n g t o n  B i o c h e m i c a l  

C o m p a n y ]  w e r e  s p o t t e d  o v e r  1 v o l u m e  of  t h e  m i x t u r e .

T h e  p a p e r  t h e n  r u n  f o r  18 h o u r s  i n  s o l v e n t  [ G M  2. 4 .  1 . 1 . ]  

G l u c o s e  w a s  c o n v e r t e d  i n t o  g l u c o n i c  a c i d  a n d  h e n c e  r e m a i n s  

n e a r  t h e  s t a r t i n g  l i n e  i n  th e  p a p e r  c h r o m a t o g r a m .  T h e  

m o b i l i t y  of g a l a c t o s e  w a s  u n c h a n g e d .  I t  w a s  e l u t e d  f r o m  

t h e  p a p e r  w i t h  w a t e r ,  f r e e z e - d r i e d  a n d  w e i g h e d  a n d  t h e n  

c o n v e r t e d  i n t o  th e  a l d i t o l  a c e t a t e  [G M  2 . 8 . 4 .  a n d  2 . 8 . 5 . ]  

a n d  a n a l y s e d  o n  g . l . c .  [GM  2 . 6 .  1. a n d  2 . 6 . 2 . ]  to  c h e c k  

i t s  p u r i t y .

E x p e r i m e n t  3 . 4 4

A s o l u t i o n  of  2 m g / m l  i n  ' M  K C l  of  " f u c a n "  

w a s  l a y e r e d  o n  t o  a  S e p h a r o s e  4B c o l u m n  a n d  i t s  m o l e c u l a r  

w e i g h t  e s t i m a t e d  a s  s t a t e d  in  E x p e r i m e n t  3 .  13.  S e e  

F i g u r e  3 . 1 1 . p . 123.

E x p e r i m e n t  3 . 45 D e t e c t i o n  of c e l l - w a l l  i n  t h e  " f u c a n " .

A c e r t a i n  a m o u n t  of " f u c a n "  w a s  d i s s o l v e d  i n  

w a t e r  (25 m g /  2 m l )  a n d  f i l t e r e d  th rough a g l a s s  f i b r e  

m i l l i p o r e  f i l t e r .  T h e  f i l t r a t e  w a s  e v a p o r a t e d  d o w n  to  

d r y n e s s  [G M  2 . 1 .  2 . ]  a n d  t h e n  h y d r o l y s e d  [G M  2 . 3 . 1 . ] .

T h e  r e s i d u e  r e m a i n i n g  on t h e  g l a s s  f i b r e  f i l t e r  was  

h y d r o l y s e d  i n  t h e  s a m e  w a y .  B o t h  h y d r o l y s a t e s  w e r e  

a n a l y s e d  o n  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y ,  s o l v e n t  [ G M  2 . 4 .  1 . 1 . ]  

a n d  l o c a t i n g  r e a g e n t  [G M  2 . 5 . 3 . ]  f o r  g l u c o s e  d e t e c t i o n .  

C a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  w a s  a l s o  e s t i m a t e d  f o r  b o t h  

h y d r o l y s a t e s .  [G M  2 . 7 . 1 . ] .



8 4

E x p e r i m e n t  3 . 4 6

A p o r t i o n  of th e  f u c a n  w a s  h y d r o l y s e d  [G M  2 . 3 . 1 . ]  

a n d  t h e  h y d r o l y s a t e  c o n v e r t e d  to t h e  a l d i t o l  a c e t a t e  

[ G M  2 . 8 . 4 .  a n d  2.8 . 5 . ]  a n a l y s e d  t h e n  by  g . l . c .

[ G M  2 . 6 .  1. a n d  2 . 6 . 2 . ] .  T h e  p r o p o r t i o n  of  s u g a r s

w a s  d e t e r m i n e d  a n d  r e s u l t s  a r e  s h o w n  on  T a b l e  3 . 1 5  p .  122.



3 . 4 .  R E S U L T S  A N D  D I S C U S S IO N

T h e  m a j o r i t y  of th e  c h e m i c a l  i n v e s t i g a t i o n s  c a r r i e d

o u t  o n  t h e  c a r b o h y d r a t e s  of s e a w e e d s  b e l o n g i n g  to  t h e

P h a e o p h y t a  h a v e  b e e n  on  e x t r a c t s  of  t h e  w h o l e  s e a w e e d .

In  o n l y  a  f e w  i n s t a n c e s  h a s  th e  a l g i n a t e  e x t r a c t e d  f r o m

d i f f e r e n t  p a r t s  of  t h e  w e e d  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  A s  a n

e x a m p l e ,  a l g i n a t e  w a s  e x t r a c t e d  a n d  a n a l y s e d ^  f r o m

d i f f e r e n t  p a r t s  of A s c o p h y l l u m  n o d o s u m  , L a m i n a r i a

d i g i t a t a  a n d  L .  h y p e r b o r e a  p l a n t s .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e

p e r c e n t a g e  of  m a n n u r o n i c  a c i d  v a r i e d  a l w a y s  b e i n g  h i g h e r
2

i n  t h e  n e w  f r o n d  t i s s u e .  In  a  m o r e  r e c e n t  s t u d y  a

p r o g r e s s i v e  i n c r e a s e  i n  t h e  p r o p o r t i o n  of  g u l u r o n a t e

r e s i d u e s  i s  o b s e r v e d  t h r o u g h  th e  s e r i e s ;  f r o n d ,  s t e m ,

u n a t t a c h e d  h a p t e r a ,  a t t a c h e d  h a p t e r a .  W h i l e  w o r k e r s

h a v e  u s e d  d i f f e r e n t  e x t r a c t a n t s  f o r  t h e  " f u c a n s " ,  a p a r t

f r o m  e x u d a t e s ,  s u c h  a s  t h a t  f r o m  M a c r o c y s t i s  p y r i f e r a ,
3

a n d  s t u d i e s  of  z y g o t e s  of  s p e c i e s  of  F u c u s  , t h e y  h a v e  

a l w a y s  b e e n  o n  e x t r a c t s  f r o m  w h o l e  p l a n t s .

A f t e r  a  p r e l i m i n a r y  h y d r o l y s e s  of  t h e  d r i e d  w e e d  

( f r o n d s  a n d  s t e m s )  of  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s a n d  th e  

i d e n t i f i c a t i o n  by  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  ( P . C .  ) of f u c o s e ,  

g a l a c t o s e ,  m a n n o s e ,  x y l o s e  a n d  m a n n i t o l  i n  t h e  h y d r o l y s a t e ,  

i t  w a s  d e c i d e d  to  e x t r a c t  t h e  f r o n d s  a n d  s t e m s  s e p a r a t e l y  

a n d  to  i n v e s t i g a t e  th e  r e s p e c t i v e  e x t r a c t s .  If  d i f f e r e n c e s  

o c c u r r e d  i n  t h e  e x t r a c t s  f r o m  th e  two  p a r t s  of  t h e  p l a n t  

i t  w a s  h o p e d  t h a t  i t  w o u l d  be  p o s s i b l e  to  d e d u c e  s o m e t h i n g  

of  t h e  f u n c t i o n ,  p a r t i c u l a r l y  of  t h e  " f u c a n s " ,  t h a t  t h e  

d i f f e r e n t  p o l y s a c c h a r i d e s  p l a y  i n  t h e  l i f e  of t h e  p l a n t .

E a c h  of th e  p a r t s  (30 g.  of  e a c h )  w a s  s u b j e c t e d  to 

s e q u e n t i a l  e x t r a c t i o n  w i t h  e t h a n o l ,  c o l d  a n d  h o t  w a t e r ,  

a c i d  a n d  f i n a l l y  a l k a l i  ( f low c h a r t s  I a n d  II) .
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F l o w  c h a r t  I ( E t h a n o l i c  e x t r a c t i o n )

D r y  s e a w e e d  (30 g s t e m s  a n d  30  g f r o n d s )

3 X 300  m l  80% E t h a n o l  
R o o m  t e m p .  1 2 h o u r s

/ \
l i g h t  g r e e n  
s o l u t i o n

R e s i d u a l  w e e d  (1 )

/ \
c o n c e n t r a t e d

3 X 3 00  m l  80% E t h a n o l  
7 0 ° C .  8 h o u r s

e t h a n o l i c
s o l u t i o n

p r e c i p i t a t e  (1 
( l i g h t  g r e e n )

l i g h t  g r e e n  
s o l u t i o n

R e s i d u a l  w e e d  (2)

T o l u e n e ,
w a t e r ,
n - b u t a n o l . »

/  \
T o l u e n e
l a y e r
d i s  c a r d e d

e t h a n o l - w a t e r
s o l u t i o n

(
/  \

c o n c e n t r a t e d

e t h a n o l i c
s o l u t i o n

p r e c i p i t a t e  (3) 
( l i g h t  g r e e n )

/  \
p o u r e d  in to  
e t h a n o l

T o luene ,  
w a t e r ,  
n - b u t a n o l .

e t h a n o l - w a t e r
l a y e r

p r e c i p i t a t e  (2 ) 
(w h i te  p o w d e r ) I  \

E x t r a c t  (1
t o l u e n e
l a y e r
d i s c a r d e d

e t h a n o l - w a t e r
s o l u t i o n

I
/  A

p o u r e d
i n t o
e t h a n o l

e t h a n o l - w a t e r  
l a y e r ______
E x t r a c t  (2

p r e c i p i t a t e  (4) 
( w h i te  p o w d e r )

P r e c i p i t a t e s  (1 ), (2),  (3) a n d  (4) c o m b i n e d  g a v e :  3 6 9 .  3 m g  f r o m  s t e m s
2 3 1 . 7  m g  f r o m  f r o n d s

P u r e  m a n n i t o l  ( a f t e r  r e - c r y s t a l l i s a t i o n ) :  1 3 9 . 4  m g  f r o m  s t e m s  ( 0 . 4 6 % )
8 0 . 6  m g  f r o m  f r o n d s  ( 0 . 2 7 % )

E x t r a c t s  (1) a n d  (2), s t e m s  a n d  f r o n d s  c o m b i n e d ,  g a v e  a  s y r u p  of

ç a .  2 0 0  m g .



3 . 4 .  1. E t h a n o l i c  e x t r a c t s

F  r o m  th e  e t h a n o l i c  e x t r a c t s  o n  c o n c e n t r a t i o n ,  w h i t e  

s o l i d s  w e r e  p r e c i p i t a t e d ,  3 6 9 . 3  m g  f r o m  s t e m s  a n d  

2 3 1 .  7 m g  f r o m  f r o n d s .  M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  

i n d i c a t e d  th e  p r e s e n c e  of  i n o r g a n i c  s a l t s .  D i s s o l u t i o n  

in  w a t e r  a n d  s h a k i n g  w i t h  B i o d e m i n r o l i t  ( E x p .  3 . 6 .  ) 

r e m o v e d  t h e s e  a n d  f r o m  the  s o l u t i o n ,  m a n n i t o l  w a s  

r e m o v e d  a n d  r e c r y s t a l l i s e d  f r o m  e t h a n o l ,  1 3 9 . 4  m g  f r o m  

s t e m s  a n d  8 0 . 6  m g  f r o m  f r o n d s  (a t o t a l  of  0 . 3 7 % o n  th e  

w e i g h t  of  d r y  s e a w e e d ) .  I t  h a d  m e l t i n g  p o i n t  a n d  m i x e d  

m e l t i n g  p o i n t  w i t h  a n  a u t h e n t i c  s a m p l e  of  m a n n i t o l  of  1 6 5 ° C .  

I t  h a d  t h e  c o r r e c t  m o b i l i t y  o n  P . C .  a n d  o n  g a s  l i q u i d  

c h r o m a t o g r a p h y  a s  the  a l d i t o l  a c e t a t e  a n d  t h e  s a m e  

c r y s t a l l i n e  f o r m  a s  m a n n i t o l .

M a n n i t o l  i s  a  c o m m o n  c o n s t i t u e n t  of  t h e  P h a e o p h y t a

a n d  y i e l d s  of 3 - 25% of t h e  d r y  w e i g h t  of  t h e  s e a w e e d  h a v e  
4

b e e n  r e p o r t e d .  In  t h e  p r e s e n t  i n s t a n c e  t h e  r e c o v e r y  

a p p e a r s  to  be  low  b u t  i t  i s  v e r y  p r o b a b l e  t h a t  m u c h  of  i t  

w a s  l o s t  d u r i n g  th e  w a s h i n g  a n d  d r y i n g  of  t h e  w e e d  b e f o r e  

i t  r e a c h e d  o u r  l a b o r a t o r y .

T h e  v a r i o u s  m o t h e r  l i q u o r s  ( e x t r a c t s  (1) a n d  (2) o n  

f l o w  c h a r t  1) w e r e  s h o w n  by  P . C .  to  c o n t a i n  t h e  s a m e  

c a r b o h y d r a t e s ,  t h e y  w e r e  t h e r e f o r e  c o m b i n e d  to  y i e l d  a  

t o t a l  of  c a . 2 0 0  m g  s y r u p .  I t  w a s  s e p a r a t e d  o n  3 M M  

c h r o m a t o g r a p h i c  p a p e r  ( E x p .  3 . 8 )  i n to  4 f r a c t i o n s  w i t h  

c h r o m a t o g r a p h i c  m o b i l i t i e s  th e  s a m e  o r  l e s s  t h a n  t h a t  

of  g l u c o s e .  O n l y  two  of  the  s l o w e r  s p o t s '  ( E x p .  3 .  9) 

w e r e  s e p a r a t e d  in  s u f f i c i e n t  q u a n t i t y  to  i n v e s t i g a t e  f u r t h e r .  

B o t h  w e r e  o l i g o u r o n i c  a c i d s  w h i c h  on  h y d r o l y s i s  g a v e  

s p o t s  o n  p a p e r  c h r o m a t o g r a m s  w i t h  th e  m o b i l i t i e s  of  

f u c o s e  ( m a j o r ) ,  x y l o s e ,  m a n n o s e ,  g a l a c t o s e  a n d  

g l u c u r o n i c  a c i d .



F l o w  c h a r t II ( a q u e o u s ,  a c i d i c  a nd a l k a l i n e  e x t r a c t i on s ) .

R e s i d u a l  w e e d  (2 )

HC HO 
d i s  c a r d e d

\

/  \

24.  9 g s t e m s  
2 3 . 8  g f r o n d s  

40% HCHO s o l u t i o n  
o v e r n i g h t

a i r  d r i e d  r e s i d u a l  w e e d  

e x t r a c t e d  w i t h  2% C aC l ,
s o l u t i o n
R o o m  t e m p .  300 m l .  8 h o u r s

C e n t r i f u g e d

e x t r a c t  (3) 
i  c o n c e n t r a t e d  
I d i a l y s e d  
^ f r e e z e - d r i e d

R e s i d u a l  w e e d  (3)

w h i t e  p o w d e r  (3)

110 m g  s t e m s  
90 m g  f r o n d s

\
(

e x t r a c t e d  w i t h  2% C a C l  s o l u t i o n  
7 0 ° C , 300 m l ,  8 h o u r s

c e n t r i f u g e d

X
e x t r a c t  (4) 
^ c o n c e n t r a t e d  
i d i a l y s e d  
j f r e e z e - d r i e d

R e s i d u a l  w e e d  (4)

( 1s t  e x t r a c t i o n  w i t h  
' d i l . H C l  p H =  2 
R o o m  t e m p .  200 m l .  5 h o u r s

w h i t e  p o w d e r  (4) ^  c e n t r i f u g e d

224 m g  s t e m s  
212 m g  f r o n d s /  \

e x t r a c t  (5 ) 
^ c o n c e n t r a t e d  
I  d i a l y s e d  
I f r e e z e - d r i e d

w h i t e  p o w d e r  (5

R e s i d u a l  w e e d  (5)
2 nd e x t r a c t i o n  w i t h

I d i l .  H C l  p H =  2 
T 7 0 ° ,  200  m l ,  5 h o u r s

^  c e n t r i f u g e d

111 m g  s t e m s  
6 8 . 4 m g  f r o n d s /  \

e x t r a c t  (6 ) 
^ c o n c e n t r a t e d  
j d i a l y s e d  
j f r e e z e - d r i e d

I w h i t e  p o w d e r  (6

R e s i d u a l  w e e d  (6)

I
c o n t i n u e d

\
156 m g  s t e m s  
178 m g  f r o n d s
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F l o w  c h a r t  II ( c o n t in u ed )

R e s i d u a l  w e e d  (6

\

♦

/  V

1 7 . 2 3  g s t e m s  
1 6 . 7 6  g f r o n d s

e x t r a c t e d  w i t h  
3% N a ^ C O ^  ,

3 X 300  m l ,  5 0 ° C .  6 h o u r s ,  

c e n t r i f u g e d .

R e s i d u a l  w e e d  (7)

7 . 3 2  g s t e m s  
8 . 1 7  g f r o n d s

E x t r a c t s  (7)
p o u r e d  i n t o  
e t h a n o l  (4 v o l ) ,

/  \

f i l t e r e d  t h r o u g h  
m u s l i n

s u p e r n a t a n t  
v e r y  low  c a r b o 
h y d r a t e  .

w h i t e  p r e c i p i t a t e
i  d i s s o l v e d  i n  w a t e r ,
I  d i a l y s e d ,
^ f r e e z e - d r i e d .

8 . 6 6  g s t e m s
w h i t e  p o w d e r  (7)

5 . 8 9  g f r o n d s

i  d i s s o l v e d  i n  w a t e r ,  
j  2% C a C l ^ ,

I  c e n t r i f u g e d ,

/  \
s u p e r n a t a n t

( d i a l y s e d ,  
f r e e z e - d r i e d .

i n s o l u b l e

w h i t e  p o w d e r  (8 )

d i s p e r s e d  i n

(w a t e r ,  
f r e e z e - d r i e d .

" f u c a n '
w h i t e  p o w d e r  (9 )

229
250

m g  s t e m s  
m g  f r o n d s

A l g i n a t e  u n d e r  
C a  f o r m .

7. 6 4  g s t e m s  
4 . 9 6  g f r o n d s
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T h e  p r e s e n c e  of  th e  g l u c u r o n i c  a c i d  w a s  c o n f i r m e d  

b y  i t s  i o n o p h o r e t i c  m o b i l i t y  a t  pH .  6 . 8  ( P y / A c O H ) .

T h e  p r e s e n c e  of t h e s e  o l i g o u r o n i c  a c i d s  in  t h e  e t h a n o l i c  

e x t r a c t s  c o u l d  be  d u e  to  d e g r a d a t i o n  of  th e  " f u c a n "  

b u t  i t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  t h e y  a r e  p r e c u r s o r s  of  th e  

m a c r o m o l e c u l e s .

D u r i n g  th e  e t h a n o l i c  e x t r a c t i o n  c a .  16 .  2% of 

m a t e r i a l  w a s  l o s t  f r o m  th e  s t e m s  a n d  c a . 2 0 % of  m a t e r i a l  

f r o m  th e  f r o n d s  ( s e e  T a b l e  3 . 6 ,  p. 100 a n d  F l o w  c h a r t s  

I a n d  II).

3 . 4 . 2 .  A q u e o u s  a n d  A c i d i c  E x t r a c t s

T h e  r e s i d u a l  w e e d  ( r e s i d u a l  w e e d  (2),  f l o w  c h a r t  II) ,  

f r o m  f r o n d s  2 3 . 8  g a n d  s t e m s  2 4 . 9  g r e s p e c t i v e l y ,  w a s  

s o a k e d  i n  f o r m a l d e h y d e  s o l u t i o n  a f t e r  th e  e t h a n o l i c  e x t r a c t i o n  

i n  o r d e r  to  p o l y m e r i s e  p h e n o l i c  c o n s t i t u e n t s  w h i c h  o t h e r w i s e  

c o n t a m i n a t e  t h e  s u b s e q u e n t  e x t r a c t s .

T h e  p r e s e n c e  of c a l c i u m  c h l o r i d e  i n  t h e  e x t r a c t i n g  

s o l u t i o n  w a s  to  c o n v e r t  t h e  s o l u b l e  a l g i n a t e s  p r e s e n t  i n  t h e  

w e e d  to  t h e  i n s o l u b l e  c a l c i u m  s a l t  s o  t h a t  t h e  f u c a n  c o u l d  

be  o b t a i n e d  f r e e  f r o m  a l g i n a t e  c o n t a m i n a t i o n .

T h e  w e i g h t  of  t h e  d i f f e r e n t  a q u e o u s  a n d  a c i d i c  

f r e e z e  d r i e d  e x t r a c t s  a r e  s h o w n  in  T a b l e  3 .  1, w h e r e  i t  

c a n  be  a p p r e c i a t e d  t h a t  h o t  a q u e o u s  a n d  h o t  a c i d i c  e x t r a c t i o n s  

g a v e  b e t t e r  y i e l d s  of " f u c a n " .

I t  i s  s o m e w h a t  s u r p r i s i n g  t h a t  t h e  y i e l d s  of " f u c a n "  i n  

t h e  a q u e o u s  e x t r a c t s  f r o m  f r o n d s  a n d  s t e m s  a r e  v e r y  

s i m i l a r  w h i l e  t h e y  a p p e a r  to  be  d i f f e r e n t  i n  t h e  r o o m  

t e m p e r a t u r e  a n d  i n  th e  7 0 °  a c i d  e x t r a c t s .  H o w e v e r  i f  t h e  

t o t a l  a c i d  e x t r a c t e d  " f u c a n "  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  a t  70 C 

f r o m  th e  s t e m s  (267 m g )  i s  c o m p a r e d  w i t h  th e  t o t a l  

e x t r a c t e d  f r o m  th e  f r o n d s  ( c a .  246 m g )  th e  d i f f e r e n c e , ç a .  8 %, 

i s  n o t  v e r y  g r e a t .
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T A B L E  3.  1

W e i g h t  o f  f r o n d s  a n d  s t e m s  e x t r a c t s

E x t r a c t  W e i g h t  ( m g )

W h i t e  p o w d e r  (3),  f r o n d s , 2% C a C l ^  a q u e o u s

s o l u t i o n  e x t r a c t i o n ,  r o o m  t e m p e r a t u r e . 9 Ü

W h i t e  p o w d e r  (3),  s t e m s , 2% C a C l ^  a q u e o u s

s o l u t i o n  e x t r a c t i o n ,  r o o m  t e m p e r a t u r e  110

W h i t e  p o w d e r  (4),  f r o n d s , 2% C a C l ^  a q u e o u s

s o l u t i o n  e x t r a c t i o n ,  7 0 ° C  212

W h i t e  p o w d e r  (4),  s t e m s , 2% C a C l ^  a q u e o u s
o

s o l u t i o n  e x t r a c t i o n ,  70 C 2 24

W h i t e  p o w d e r  (5),  f r o n d s , H C l  p H  =  2

e x t r a c t i o n ,  r o o m  t e m p e r a t u r e  6 8 . 4

W h i t e  p o w d e r  (5),  s t e m s , H C l  p H  =  2

e x t r a c t i o n ,  r o o m  t e m p e r a t u r e  111

W h i t e  p o w d e r  (6 ), f r o n d s , H C l  p H  =  2

e x t r a c t i o n ,  7 0 ° C  178

W h i t e  p o w d e r  (6 ), s t e m s , H C l  p H  =  2

e x t r a c t i o n ,  7 0 ° C  156
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T h e  c o n s t i t u e n t s  of  t h e  v a r i o u s  a q u e o u s  a c i d  

e x t r a c t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  3. 2 w h e r e  i t  c a n  b e  s e e n  

t h a t  t h e  h i g h e s t  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t ,  f o r  b o t h  f r o n d s  

a n d  s t e m s ,  i s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  h o t  a q u e o u s  e x t r a c t .

T A B L E  3. 2.

C o n s t i t u e n t s  of  t h e  a q u e o u s  a n d  a c i d i c  s e q u e n t i a l  e x t r a c t s .

E x t r a c t  C a r b o h y d r a t e  U r o n i c  a c i d  S u l p h a t e  P r o t e i n
c o n t e n t  % a) c o n t e n t  % a) c o n t e n t  % a) c o n t e n t  % a)

F r o n d s ,  c o l d
w a t e r  36

S t e m s ,  c o l d
w a t e r  ^ 7

F r o n d s ,  h o t
w a t e r  6 3

S t e m s ,  h o t
w a t e r  62

F r o n d s ,  c o l d
a c i d  40

S t e m s ,  c o l d
a c i d  44

F r o n d s ,  h o t
a c i d  46

S t e m s ,  h o t  
a c i d  53

9 (25)  b) 1 0 ( 2 7 . 7 )

19 (40 .  4) 9 (1 9 .  1)

16 (25 .  4)

20 ( 3 2 . 2 )

13 ( 2 0 . 6 ) 

11 (1 7 .  7)

12 (30 .  0) 9 (2 2 .  5)

13 (29 .  5) 10 ( 2 2 .  7)

1 7 ( 3 6 . 9 )  7 ( 1 5 . 2 )

29 (5 4 .  7) 6 (1 1 .  3)

7 . 3 .

1 1 . 5  

10.  3

1 2 . 9

1 1 . 8

6 . 3

5 . 8

a)  % c a l c u l a t e d  on  w e i g h t  o f  m a t e r i a l .

b)  F i g u r e s  i n  b r a c k e t s  c a l c u l a t e d  on  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t .  

A l l  f i g u r e s  a r e  w i t h i n  5%.



93

S i n c e  t h e  h o t  w a t e r  a n d  h o t  a c i d  e x t r a c t s  w e r e  

o b t a i n e d  i n  h i g h e s t  y i e l d  ( s e e  T a b l e  3 . 1 p .  9 1  ) a n d  

h a d  t h e  h i g h e s t  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t s  ( s e e  T a b l e  3 . 2 . p.  92 ) 

i t  w a s  d e c i d e d  t o  c o n f i n e  t h e  i m m e d i a t e  i n v e s t i g a t i o n s  to  

t h e s e  t w o  e x t r a c t s .  T h e  a p p r o x i m a t e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  

o f  t h e  m o n o s a c c h a r i d e s  i n  t h e  h y d r o l y s a t e  of  t h e  h o t  a c i d  

e x t r a c t s  w e r e  d e t e r m i n e d  i n  t h e  f i r s t  i n s t a n c e  b y  s e p a r a t i o n  

a n d  e l a t i o n  f r o m  a  p a p e r  c h r o m a t o g r a m  ( E x p .  3 . 16 a n d  

s e e  T a b l e  3 . 3 . ) .

T A B L E  3. 3.

A p p r o x i m a t e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  o f  t h e  c o n s t i t u e n t  m o n o s a c c h a r i d e s  
f r o m  t h e  h y d r o l y s a t e s  of  t h e  h o t  a c i d  e x t r a c t s .  C a l c u l a t e d  w i t h

E x t r a c t G l u e . a c i d F u c o s e X y l o  s e M a n n o s e G a l a c t o s

F  r o n d s
( h o t  a c i d ) 3 . 8 7. 2 1. 0 0. 58 1 . 3 1

% (2 7 . ( 5 1 . 8 ) ( 7 . 2 ) ( 4 . 2 ) ( 9 . 4 )

S t e m s
( h o t  a c i d ) 2 . 2 5. 5 1 . 0 0 . 60 1. 24

% ( 2 0 . 9 ) " * ( 5 2 . 2 ) ( 9 . 5) ( 5 .  7) ( 1 1 . 7)

L e a v i n g  g l u c u r o n i c  a c i d  ou t  

F  r o n d s ( 7 1 . 4 ) ( 9 . 9 ) ( 5 .  7) ( 1 3 . 0 )

S t e m s (66 .  0) ( 1 2 . 0 ) ( 7 . 2 ) ( 1 4 . 8 )

I t  m a y  c o n t a i n  t r a c e s  of  g l u c o s e ,  w h i c h  i s  d i f f i c u l t  t o  s e p a r a t e  
q u a n t i t a t i v e l y  f r o m  g a l a c t o s e  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  t e c h n i q u e  
w i t h  t h e  c o m m o n  s o l v e n t s  u s e d .

■X-H-
T h e  f i g u r e s  i n  b r a c k e t s  c o r r e s p o n d  t o  % o n  w e i g h t  o f  m a t e r i a l  
a n a l y s e d .

T h e  p e r c e n t a g e s  of  u r o n i c  a c i d  i n  t h e s e  h y d r o l y s a t e s  

a r e  v e r y  m u c h  l o w e r  t h a n  t h e  f i g u r e  d e r i v e d  b y  t h e  c a r b a z o l e  

m e t h o d  o n  t h e  w h o l e  p o l y s a c c h a r i d e .  C o n t r o l l e d  e x p e r i m e n t s  

h a v e  s h o w n  t h a t  a  c o n s i d e r a b l e  a m o u n t  of  g l u c u r o n i c  a c i d  i s  

d e s t r o y e d  d u r i n g  a c i d  h y d r o l y s i s  ( s e e  p . l 6 4 p h a p t e r  IV).
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A t t e m p t s  to  e s t i m a t e  t h e  p r o p o r t i o n s  o f  t h e  n e u t r a l  

s u g a r s  a n d  u r o n i c  a c i d  b y  t h i s  m e t h o d  i n  t h e  a q u e o u s  

e x t r a c t s  g a v e  u n r e p e a t a b l e  r e s u l t s .  C o n s e q u e n t l y  i t  

w a s  d e c i d e d  to  c o n v e r t  t h e  n e u t r a l  m o n o s a c c h a r i d e s  

i n  t h e  h y d r o l y s a t e s  of  b o t h  t h e  a q u e o u s  a n d  a c i d  e x t r a c t s  

i n t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  a l d i t o l  a c e t a t e s  a n d  d e t e r m i n e  t h e i r  

p r o p o r t i o n s  b y  g a s  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y .  S e e  T a b l e  3 . 4 .  

w h e r e  p e r c e n t a g e s  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  c h r o m a t o g r a m s  

c o n s i d e r i n g  t h e  t o t a l  a r e a  u n d e r  t h e  p e a k s  a s  100%.

T A B L E  3 . 4

A p p r o x i m a t e  r e l a t i v e  m o l a r  p r o p o r t i o n s  of t h e  c o n s t i t u e n t  
m o n o s a c c h a r i d e  s u g a r s  i n  t h e  e x t r a c t s .  C a l c u l a t e d  f r o m  g . l . c .  
t r a c e s  of  t h e  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s .

E x t r a c t S u g a r  p r e s e n t P r o p o r t i o n _%

F r o n d s ,  h o t  w a t e r F  u c o s e 3 . 2 0 40 .  6
X y l o s e 1. 00 12.  7
M a n n o s e 1. 58 20 .  1
G a l a c t o s e 1. 63 20 .  7
G l u c o s e 0.  47 5. 9

S t e m s  , h o t  w a t e r F u c o s e 5. 17 57.  6
X y l o s e 1. 00 1 1 . 1
M a n n o s e 1. 43 1 6 . 0
G a l a c t o s e 0 . 8 9 10. 0
G l u c o s e 0. 48 5. 3

F r o n d s ,  h o t  a c i d F  u c o s e 6 .  70 8 1 . 7
X y l o s e 1. 00 12.  2
M a n n o s e 0. 50 6 .  1
G a l a c t o s e t r a c e —

G l u c o s e n i l —

S t e m s ,  h o t  a c i d F u c o s e  . 4 . 55 6 3 .  0
X y l o s e 1. 00 1 3 . 9
M a n n o s e 0. 70 9. 7
G a l a c t o s e 0 . 9 7 13.  4
G l u c o s e n i l

R e a s o n a b l e  a g r e e m e n t  i s f o u n d  i n  T a b l e s 3 . 3  a n d

3. 4  f o r  t h e  h o t  a c i d i c  e x t r a c t s  e s t i m a t e d  b y  t h e  t w o  

d i f f e r e n t  m e t h o d s ,  a p a r t  f r o m  t h e  g a l a c t o s e  i n  t h e  f r o n d s .
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w h i c h  a p p e a r e d  to  b e  a b s e n t  i n  t h e  g. 1. c .  d e t e r m i n a t i o n .

T h i s  i s  v e r y  d i f f i c u l t  to  a c c o u n t  f o r  s i n c e  b y  s e p a r a t i o n  

o n  a  p a p e r  c h r o m a t o g r a m  i t  w a s  f o u n d  i n  s i m i l a r  

p r o p o r t i o n s  to  t h a t  f r o m  t h e  s t e m s .

F  u c o s e  i s  t h e  m a i n  s u g a r  ( m o r e  t h a n  50%) i n  " f u c a n s "  

f r o m  b o t h  f r o n d s  a n d  s t e m s ,  a l t h o u g h  g l u c u r o n i c  a c i d  

( i d e n t i t y  p r o v e d  l a t e r ,  p - io z ) »  m a n n o s e ,  g a l a c t o s e  a n d  

x y l o s e  a l s o  w e r e  p r e s e n t  i n  e a c h  of  t h e  e x t r a c t s .  T h e  

p r e s e n c e  of  a  l o w  p e r c e n t a g e  of  g l u c o s e  i n  t h e  " f u c a n s "  

e x t r a c t e d  b y  h o t  w a t e r  i n  b o t h  f r o n d s  a n d  s t e m s  w a s  l a t e r  

e x p l a i n e d  [ E x p e r i m e n t  3. 45 j  b y  t h e  p r e s e n c e  of  m i c r o 

s c o p i c  f r a g m e n t s  of  c e l l  w a l l s  i n  t h e s e  e x t r a c t s .

T h i s  i s  t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  " f u c a n s "  f r o m  f r o n d s  

a n d  s t e m s  of  a  p a r t i c u l a r  a l g a  h a v e  b e e n  e x t r a c t e d  

s e p a r a t e l y  a n d  i t  i s  i n t e r e s t i n g  to  s e e  t h a t  t h o s e  e x t r a c t e d  

b y  w a t e r  a n d  b y  a c i d  f r o m  t h e  tw o  p a r t s  a r e  e s s e n t i a l l y  

s i m i l a r  i n  t h e i r  m o n o s a c c h a r i d e  c o m p o s i t i o n .  H o w e v e r ,  

a p a r t  f r o m  t h e  c o l d  a c i d  e x t r a c t  a l l  t h e  o t h e r  e x t r a c t s  

f r o m  t h e  s t e m s  h a v e  h i g h e r  p r o p o r t i o n s  o f  u r o n i c  a c i d  

t h a n  c o m p a r a b l e  o n e s  f r o m  t h e  f r o n d s  ( s e e  T a b l e  3. 2.  p .  92 ) 

I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  i n  t h e  s t e m s  t h e  " f u c a n s "  a r e  m o r e  

s t a b l e  m o l e c u l e s  a n d  p e r h a p s  f u l f i l  a  s t r u c t u r a l  f u n c t i o n .

T h e  " f u c a n s "  f r o m  w h o l e  p l a n t s ,  w h i c h  h a v e  r e l a t i v e l y  

h i g h  u r o n i c  a c i d  c o n t e n t s  a r e  f o u n d  i n  S a r g a s s u m  l i n i f o l i u m  

(23%) ,  D e s m a r e s t i a  a c u l e a t a  (34%) a n d  B i f u r c a r i a  b i f u r c a t a  

( 2 6 %).

T h e  p r e s e n c e  of  p r o t e i n  in  a l l  t h e s e  e x t r a c t s  i n d i c a t e s  

t h a t  t h e y  m a y  b e  p r o t e o g l y c a n s .  S i n c e  c o v a l e n t  l i n k a g e  

b e t w e e n  t h e  " f u c a n "  a n d  t h e  p r o t e i n  h a s  n o t  b e e n  p r o v e d  

t h e  p o l y s a c c h a r i d e s  w i l l  b e  d i s c u s s e d  a s  s e p a r a t e  e n t i t i e s .

T h e  h o t  a q u e o u s  e x t r a c t  f r o m  s t e m s  ( s o l i d  ( 4 ), f l o w  

c h a r t  II p .  88 ) w a s  e s t i m a t e d  f o r  m o l e c u l a r  w e i g h t  b y
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e l a t i o n  f r o m  a  S e p h a r o s e  4B  c o l u m n  ( E x p .  3 . 1 3 ) .  T h e  

p a t t e r n  i s  s h o w n  i n  F i g .  3 6 p.  9 7 . T h i s  p a t t e r n  

i n d i c a t e s  p o l y - d i s p e r  s i t y  of t h e  m o l e c u l e  w i t h  a  

c o n s i d e r a b l e  p o r t i o n  w i t h  a  r e l a t i v e l y  h i g h  m o l e c u l a r  

w e i g h t  c o m p a r a b l e  w i t h  s t a n d a r d  D e x t r a n  T.  500 

( 5 0 0 . 000  m o l e c u l a r  w e i g h t ) .  T h e  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  

w e i g h t ,  6 7 0 .  000,  w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  s e l e c t i v i t y  c u r v e  

f o r  S e p h a r o s e  4 B u s i n g  D e x t r a n s  T.  4 O, T .  70, T.  250 ,

T . 500 a n d  T .  2000  a s  s t a n d a r d s . S e e  F i g u r e s ,  7 p . 98 .

T h e  f o l l o w i n g  f o r m u l a  w a s  a p p l i e d ^

V - V
K = — 77 w h e r e  V = e l u t i o n  v o l u m e  of  s a m p l ea V 6

V = v o i d  v o l u m e  
o

= t o t a l  b e d  v o l u m e

( g l u c o s e  e l u t i o n  v o l u m e )

I n  t h i s  c a s e  f r o m  E x p .  3 . 1 3  V = 22 m l ;  V = 14 m l  a n d
e o

V = 34  m l  w h i c h  g a v e  a  v a l u e  of  K = 0 .  4.  
t  av

I t  w i l l  b e  s e e n  l a t e r  t h a t  a l l  t h e  " f u c a n s "  f r o m  t h i s  

s e a w e e d  e x t r a c t e d  b y  d i f f e r e n t  m e a n s  a n d  c o n d i t i o n s  

p r e s e n t  n e a r l y  t h e  s a m e  e l u t i o n  p a t t e r n  a n d  a l s o  t h e  s a m e  

m o l e c u l a r  w e i g h t  d i s t r i b u t i o n .

3 . 4 . 3 .  A l k a l i n e  E x t r a c t s

C a l c i u m  a l g i n a t e s  w e r e  o b t a i n e d  b y  p r e c i p i t a t i o n  w i t h  

c a l c i u m  i o n s  ( 2 % C a C l ^ )  ( s e e  f lo w  c h a r t  II  c o n t i n u e d ) ,  

a s  w h i t e  f r e e z e  d r i e d  p o w d e r s  i n  a  y i e l d  of  23 .  5% (7.  6 4  g) 

a n d  1 6 . 5% ( 4 . 9 6  g) f o r  s t e m s  a n d  f r o n d s  r e s p e c t i v e l y .

T h e s e  f i g u r e s  a r e  r e f e r r e d  to  t h e  i n i t i a l  30 g of  d r i e d  

s e a w e e d .

F r o m  t h e  m o t h e r  l i q u o r s  a f t e r  p r e c i p i t a t i o n  of  t h e  

c a l c i u m  a l g i n a t e  a n d  d i a l y s i s ,  " f u c a n s "  w e r e  o b t a i n e d  

a s  w h i t e  p o w d e r s  a f t e r  f r e e z e  d r y i n g ;  22 9 .  5 m g  f r o m  

s t e m s  a n d  25 0 .  3 m g  f r o m  f r o n d s .  C a r b o h y d r a t e  

e s t i m a t i o n  g a v e  62% f o r  s t e m s  e x t r a c t  a n d  42% f o r  f r o n d
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e x t r a c t .

P a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  s t u d i e s  of  t h e  r e s p e c t i v e  

h y d r o l y s a t e s  of t h e s e  a l k a l i  e x t r a c t e d  " f u c a n s "  s h o w e d ,  

a s  w a s  t h e  c a s e  of t h e  e a r l i e r  e x t r a c t s ,  t h a t  t h e y  c o m p r i s e d  

t h e  s a m e  s u g a r s ,  b e i n g  f u c o s e  ( th e  m a j o r ) ,  x y l o s e ,  

g a l a c t o s e ,  m a n n o s e  a n d  g l u c u r o n i c  a c i d .

T h e  a p p r o x i m a t e  m o l a r  p r o p o r t i o n s  of n e u t r a l  

m o n o s a c c h a r i d e  s u g a r s  f r o m  f r o n d s  e x t r a c t s  a r e  s h o w n  i n  

T a b l e  3 . 5a ,w he re  t h e  57% of  f u c o s e  p r o v e s  t h e  f a c t  t h a t  t h i s  

i s  a g a i n  t h e  m a i n  s u g a r  i n  t h e  p o l y s a c c h a r i d e .  T h e  p r e s e n c e  

of  t h e s e  s u g a r s  w a s  c o n f i r m e d  b y  g a s  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  

(g.  I . e . )  l i n k e d  to  m a s s  s p e c t r o m e t r y  w i t h  e l e c t r o n  i m p a c t  

( E .  I.), a n d  c h e m i c a l  i o n i z a t i o n  ( C . I. ) m e t h o d s  a s  t h e i r '  

a l d i t o l  a c e t a t e s  d e r i v a t i v e s .

T A B L E  3 . 5 a

A p p r o x i m a t e  r e l a t i v e  m o l a r  p r o p o r t i o n  of  m o n o s a c c h a r i d e  s u g a r s

S u g a r F  r o n d s

S e q u e n t ,  e x t r a c t D i r e c t  e x t r a c t

m o l a r  p r o p .  % m o l a r  p r o p .  %

F u c o s e 4 . 5  57 1 1 . 0  55

X y l o s  e 1 . 0  13 1 . 0  5

M a n n o  s e 0 . 7  7 2 . 8  14

G a l a c t o s e 1 .7*  21 4 . 6  23

G l u c o s e t r a c e 0 . 6  3

F o r  t o t a l  r e c o v e r y  f r o m  f r o n d s  a n d  s t e m s  b y  

s e q u e n t i a l  e x t r a c t i o n  s e e  T a b l e  3 . 6 .  A c c o r d i n g  to  t h e  

r e c o v e r i e s  ( s e e  f lo w  c h a r t  I) c a .  I 6 .  2% b y  w e i g h t  w a s  

l o s t  f r o m  s t e m s  a n d  c a .  20% f r o m  f r o n d s  d u r i n g  e t h a n o l i c  

e x t r a c t i o n  a n d  t h e  r e m a i n i n g  28% an d  31% r e s p e c t i v e l y  

w a s  l o s t  d u r i n g  t h e  s u b s e q u e n t  e x t r a c t i o n s .
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TABLE 3 . 6

T o t a l  r e c o v e r y  f r o m  s t e m s  a n d  f r o n d s  a f t e r  s e q u e n t i a l  e x t r a c t i o n .

S t e m s  F r o n d s

I n i t i a l  d r y  s e a w e e d 30 g 30 g

M a n n i t o l 0. 139 0. 081

S y r u p c a . 0 . 1 0 1 c a . 0 . 101

W a t e r  s o l u b l e  " f u c a n " 0. 334 0. 302

A c i d  s o l u b l e  " f u c a n " 0 . 2 6 7 0.  246

A l k a l i n e  s o l u b l e  " f u c a n "  a n d  
a l g i n a t e 8 . 6 6 0 5 . 8 9 0

R e s i d u a l  w e e d 7. 326 8. 173

T o t a l  1 6 . 8 2 7  g (56 .  1%) 14. 793 g ( 4 9 . 3 % )

9 . 5  g c a r b o h y d r a t e  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  s t e m s  a n d

6 . 6  g f r o m  t h e  f r o n d s  w h i c h  i s  r e a s o n a b l e  f o r  a  b r o w n  s e a w e e d .

3 . 4 . 4 .  " F u c a n s "  a n d  a l g i n a t e  e x t r a c t e d  b y  d i r e c t  a l k a l i n e  m e t h o d .  

" F  u c a n s "

By d i r e c t  a l k a l i  e x t r a c t i o n  of  t h e  w e e d  ( s e e  f lo w  

c h a r t  III; p . l  01 ) tw o  " f u c a n s "  (A a n d  B) w e r e  i s o l a t e d  f r o m  

t h e  m o t h e r  l i q u o r s  a f t e r  r e m o v a l  of  a l g i n a t e .  C a r b o h y d r a t e ,  

s u l p h a t e  a n d  p r o t e i n  c o n t e n t  f r o m  f r o n d s  e x t r a c t s  w e r e  

e s t i m a t e d .  S e e  T a b l e  3. 7.

TABLE 3. 7

P r o p e r t i e s  o f  " f u c a n s "  A  a n d  B f r o m  d i r e c t  a l k a l i n e  e x t r a c t i o n .

C a r b o h y d r a t e  S u l p h a t e  P r o t e i n
c o n t e n t  % c o n t e n t  % c o n t e n t  %

F u c a n A  6 3 - 6 4  13 . 3  14 . 9

Fucai i  B 37-39  9. 3 28.  1
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F l o w  c h a r t  III D i r e c t  e x t r a c t i o n  of a l g i n i c  a c i d  

A l g a

1 g r o u n d  u n d e r  l i q u i d  a i r  ( f r o n d s )  a n d  w i t h  a  
m a n u a l  s m a l l  g r i n d i n g  m i l l  ( s t e m s ) .

P o w d e r  (w e igh t ;  5 g s t e m s  a n d  5 g f r o n d s )
^  s o a k e d  in  a  1 . 8 %  f o r m a l i n  s o l u t i o n

/ \
S o l u t i o n  d e c a n t e d  R e s i d u e  a i r  d r i e d

off

I
/  \

1 % N a ^ C O ^  + 0. 1% N a O H  s o l u t i o n s  

1 X 150 m l ,  6 0 ° C ,  2 h.  t h e n  c e n t r i f u g e d

R e s i d u e  1 E x t r a c t

3% N a ^ C O ^

3 x  150 m l ,  70 C 
3 h .  t h e n  c e n t r i f u g e d

\ \ 
I

E x t r a c t

a )  N e u t r a l i s e d  
w i t h  H C l

b) d i l u t e d  u p  to
5 00  m l

c ) 2% C a C l
d)  C e n t r i f u g e d  off

/  \
S u p e r n a t a n t  P r e c i p i t a t e

^  V
R e s i d u e  2

a )  N e u t r a l i s e d  w i t h  d i l .  H C l .
b) D i l u t e d  to 800 m l .
c ) C a C l ^ a d d e d  (100  m l ) t o  a  f i n a l  

c o n e . of 2% -
d) c e n t r i f u g e d  off

/  \
P r e c i p i t a t e

a)  w a s h e d  w i t h  
d i l .  C a C l ^

b) f r e e z e - d r i e d

I

S u p e r n a t a n t

a )  d i a l y s e d
b) f r e e z e - d r i e d

t
A l g i n a t e  A F u c a n  A

a)  d i a l y s e d
b) f r e e z e - d r i e d

♦

a)  w a s h e d  w i t h  
d i l u t e d  C a C l ,

b) f r e e z e - d r i e d

( 1 . 8 3  g s t e m s  ; 
1 . 2 7  f r o n d s )

0 . 1 4  g s t e m s  ; 
0 . 2 0  g f r o n d s )

1 ' II

F u c a n  B A l g i n a t e  B

(0.20 g s t e m s ;  (0. 22 g s t e m s ;  
0. 27 g f r o n d s )  0. 44  g f r o n d s )
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I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  " f u c a n "  B h a s  a  v e r y  h i g h  p r o t e i n  

c o n t e n t  a n d  a  l ow  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  c o m p a r e d  w i t h  

" f u c a n "  A.

A c o m p a r i s o n  of  t h e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s ,  w h i c h  

w e r e  d e t e r m i n e d  b y  g. 1. c . a n d  g . 1. c . - m s  ( E .  I. a n d C . I . ) ,  

of  t h e  m o n o s a c c h a r i d e s  i n  t h e  " f u c a n s "  p r e s e n t  i n  t h e  

h y d r o l y s a t e  of t h e  tw o  a l k a l i n e  e x t r a c t s ,  s e q u e n t i a l  a n d  

d i r e c t  m e t h o d s ,  f r o m  f r o n d s  ( E x p .  3 . 2 8 )  i s  g i v e n  i n  

T a b l e  3. 5 a ,p .  99 A s  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t h e r e  a r e  

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  of  t h e  m o n o s a c c h a r i d e s  ; 

h o w e v e r ,  f u c o s e  ( m o r e  t h a n  50%) i s  t h e  m a j o r  s u g a r  i n  

b o t h  e x t r a c t s .

T h e  i d e n t i t y  of  t h e  u r o n i c  a c i d  a s  g l u c u r o n i c  a c i d  

w a s  p r o v e d  a s  f o l l o w s .  A  h y d r o l y s a t e  of  s t e m s  e x t r a c t  

( c o m b i n e d  A  a n d  B) w h i c h  w a s  d e v o i d  of  g l u c o s e  w a s  

s e p a r a t e d  b y  p r e p a r a t i v e  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  in to  

n e u t r a l  a n d  a c i d i c  f r a g m e n t s  i n  t h e  a p p r o p r i a t e  s o l v e n t  

( E x p .  3 . 2 7 ) .  T h e  a c i d i c  f r a c t i o n  w a s  e s t e r i f i e d ,  r e d u c e d  

a n d  h y d r o l y s e d .  T h i s  h y d r o l y s a t e  w a s  t e s t e d  w i t h  g l u c o s e  

o x i d a s e  r e a g e n t  w h i c h  r e v e a l e d  a  s t r o n g  p i n k  s p o t  

i n d i c a t i n g  p r e s e n c e  of  g l u c o s e  d e r i v e d  f r o m  t h e  g l u c u r o n i c  

a c i d  i n  t h e  p o l y s a c c h a r i d e .  T h e  g l u c u r o n i c  a c i d  w a s  

q u a n t i t a t i v e l y  e s t i m a t e d  a s  f o l l o w s .  A  s a m p l e  of  " f u c a n "

A  f r o m  f r o n d s  ( f low  c h a r t  III, p.  lOl) w a s  e s t e r i f i e d  u n d e r  

a n h y d r o u s  c o n d i t i o n s ,  r e d u c e d  w i t h  s o d i u m  b o r o d e u t e r i d e  

( E x p .  3 . 3 1 ) ,  h y d r o l y s e d  to  c l e a v e  g l y c o s i d i c  l i n k a g e s ,  

r e d u c e d  a g a i n  b u t  now w i t h  s o d i u m  b o r o h y d r i d e  t o  o b t a i n  

t h e  p o l y a l c o h o l .  T h e  r e d u c e d  s a m p l e  w a s  c o n v e r t e d  

i n t o  t h e  a l d i t o l  a c e t a t e s  a n d  a n a l y s e d  b y  g.  1. c .  a n d  

g.  1. c .  - m s .  G l u c i t o l  w a s  c o n f i r m e d  b y  g.  1. c .  - m s ,  

c h e m i c a l  i o n i z a t i o n ,  w h e r e  t h e  m o l e c u l a r  i o n  a t  43 7 

( M ^ +  2 ) w a s  p r e s e n t  i n  t h e  p e a k  w i t h  r e t e n t i o n  t i m e  

c o r r e s p o n d i n g  to  g l u c i t o l  a c e t a t e .  T h i s  i s  u n d e n i a b l e  

p r o o f  of  g l u c u r o n i c  a c i d .
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R e l a t i v e  m o l a r  p r o p o r t i o n s  of the m o n o s a c c h a r i d e s  o b t a i n e d  
by th i s  m e t h o d  c a n  be s e e n  in  T a b l e  3. 5b.

T a b l e  3. 5b

M e th o d  1: By d i r e c t  M e th o d  2: By  r e d u c t i o n
_______ h y d r o l y s i s  f o l l o w e d  by h y d r o l y s i s

M o l a r  p r o p .  M o l a r  p r o p .
( s e e  T a b l e  3 . 5 a )

F u c o s e  1 1
X y l o s e  0. 09 0 .7 1
M a n n o s e  0. 25 1 . 0 2
G a l a c t o s e  0 . 4 2  0 .7 1
G l u c o s e  0 . 0 5  0 . 7 4

If i t i s a s s u m e d  t h a t  the two m e t h o d s  r e l e a s e d  i d e n t i c a l  p r o p o r t i o n s  
of f u c o s e  f r o m  the o r i g i n a l  p o l y s a c c h a r i d e  ( i . e .  m o l a r  p r o p ,  of 
f u c o s e  in  e a c h  h y d r o l y s a t e  is 1 ) t h e n  the r e l a t i v e  a m o u n t s  
( r e l a t i v e  to f u c o s e )  of x y l o s e ,  m a n n o s e ,  g a l a c t o s e  a n d  g l u c o s e  
i n c r e a s e d  by f a c t o r s  7 . 9 ,  4 . 1 ,  1 . 7  and  1 4 . 8  r e s p e c t i v e l y ,  w h e n  
the p o l y s a c c h a r i d e  w a s  r e d u c e d  p r i o r  to h y d r o l y s i s .  It  c o u ld  
t h e n  be s u g g e s t e d  t h a t  c a .  93% of the g l u c o s e  e s t i m a t e d  by 
m e t h o d  2 w a s  d e r i v e d  f r o m  g l u c u r o n i c  a c i d .

G l y c o s i d i c  l i n k a g e s  f r o m  n e u t r a l  s u g a r s  u n i t s  a r e  m o r e  r e a d i l y  
h y d r o l y s e d  t h a n  t h o s e  f r o m  u r o n i c  a c i d .  T h i s  s u g g e s t s  t h e n  t h a t  
g l u c u r o n i c  a c i d  is l in k e d  to a t  l e a s t  x y l o s e  and  m a n n o s e .  S u b s e q u e n t  
p a r t i a l  h y d r o l y s e s  s t u d i e s  c o n f i r m e d  th i s  to be so  f o r  m a n n o s e .

A t t e m p t e d  f r a c t i o n a t i o n  of the " f u c a n s "  e x t r a c t e d  d i r e c t l y  by a l k a l i  
f r o m  f r o n d s  by e l e c t r o p h o r e s i s  on t r i m e t h y l  s i l y l a t e d  g l a s s  f i b r e  
p a p e r  ( T G F P )

It h a s  b e e n  s t a t e d  t h a t  s o m e  p o l y s a c c h a r i d e s  w h i c h  w e r e  

c o n s i d e r e d  a s  h o m o g e n e o u s  on the b a s i s  of d i f f e r e n t  f r a c t i o n a t i o n  

s t u d i e s  c a n  be s e p a r a t e d  in to  two o r  m o r e  c o m p o n e n t s  w h e n
g

i n v e s t i g a t e d  by g l a s s  f i b r e  p a p e r  e l e c t r o p h o r e s i s .  C o m p l e x e s
9

b e t w e e n  the p o l y s a c c h a r i d e  a nd  the g l a s s  f i b r e  a r e  a v o i d e d ,  w h i c h

i s  a n  a d v a n t a g e  c o n s i d e r i n g  t h a t  th i s  c ou ld  h a p p e n  f r e q u e n t l y  u s i n g

c e l l u l o s e  p a p e r .  A n o t h e r  a d v a n t a g e  s e e m s  to be t h a t  a n y  p o l y s a c c h a r i d e

c a n  be d e t e c t e d  w i th o u t  the r i s k  of a n y  r e a c t i o n  b e t w e e n  the l o c a t i n g

r e a g e n t  a n d  the f i b r e .

T h e  p u r p o s e  of t r e a t i n g  the g l a s s  f i b r e  p a p e r  w i t h  t r i m e t h y l

s i l y l a t i n g  a g e n t  is to o v e r c o m e  the h igh  r a t e  of e n d o s m o t i c  f low in
10

u n m o d i f i e d  g l a s s  f i b r e .

In a n  a t t e m p t  to d e v e l o p  a  s e t  of t e c h n i q u e s  to s e p a r a t e
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p l a n t  c e l l  w a l l  p o l y s a c c h a r i d e s  e a s i l y  a t  the  r e q u i r e d  

l e v e l  of r e s o l u t i o n  on  the  a n a l y t i c a l  a n d  p r e p a r a t i v e  

s c a l e ,  J a r v i s  e t  a l  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  e l e c t r o e n d o s - 

m o s i s  c o u l d  be a l m o s t  e l i m i n a t e d  by t r e a t i n g  the g l a s s  

f i b r e  p a p e r  w i t h  a  t r i m e t h y l  s i l y l a t i n g  a g e n t .  T h e  

T G F P  w o u l d  f l o a t  i n d e f i n i t e l y  on  w a t e r  b u t  c o u l d  be 

w e t t e d  in  b u f f e r  to w h i c h  a  s u r f a c t a n t  h a d  b e e n  a d d e d .  

E n d o s m o t i c  f low t h r o u g h  t h i s  s u p p o r t  m a t e r i a l  w a s  

3.t pH =  5 a n d  too  s l i g h t  to  c a u s e  a n y  

p r o b l e m s  a t  pH  =  9 u n d e r  the  c o n d i t i o n s  u s e d .

A p p l i c a t i o n  of t h i s  t e c h n i q u e  in  a n  a t t e m p t  to 

f r a c t i o n a t e  " f u c a n s "  e x t r a c t e d  d i r e c t l y  by a l k a l i  

f r o m  f r o n d s  r e s u l t e d  in  o n ly  one  f r a c t i o n  w h i c h  m i g r a t e d  

o n  t h e  g l a s s  f i b r e  p a p e r  c a .  12 c m  ( a f t e r  40  m i n u t e s  

r u n n i n g )  w i t h  b u f f e r  pH5 a n d  c a .  5 c m  ( a f t e r  30 m i n u t e s  

r u n n i n g )  w i t h  b u f f e r  pH  10. T h i s  s h o w e d  no  e v i d e n c e  

of a  m i x t u r e  of p o l y s a c c h a r i d e s .

" F u c a n s "  e x t r a c t e d  f r o m  the  b r o w n  s e a w e e d s  

D e s m a r e s t i a  f i r m a  a n d  D i c t y o p t e r i s  p l a g i o g r a m m a  

h a d  a  m o b i l i t y  of 8 . 2  c m  a n d  7 . 9  c m  r e s p e c t i v e l y  

(40 m i n u t e s  r u n n i n g ) w i t h  b u f f e r  pH5 a n d  4 . 4  c m  a n d  

4.  0 c m  r e s p e c t i v e l y  (30 m i n u t e s  r u n n i n g )  in  b u f f e r  

p H l O .  A l g i n a t e  s a m p l e s  of L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  

e x t r a c t  d id  n o t  m i g r a t e  f r o m  th e  s t a r t i n g  l i n e  a t  t h e s e  

p H s .  T h e  s a m e  h a p p e n e d  to  a  s t a n d a r d  s a m p l e  of 

s t a r c h . " E u e a n " m i x e d  w i t h  a l g i n a t e s  o r  w i t h  s t a r c h  w e r e  

h e l d  b a c k  to a l e s s  m i g r a t i o n  d i s t a n c e  a n d  a l g i n a t e  

a n d  s t a r c h  r e m a i n e d  on the  s t a r t i n g  l i n e .

I t  i s  of i n t e r e s t  to no te  t h a t  " f u c a n "  f r o m  

D i c t y o p t e r i s p l a g i o g r a m m a  s h o w e d  t r a c e s  of  a n o t h e r  

f r a c t i o n  on  the s t a r t i n g  l i n e ,  w h i c h  is  in  a g r e e m e n t  

w i t h  D r  M . A .  R a h m a n ' s  s t u d i e s  , b u t  t h e  s t a t i o n a r y  

f r a c t i o n  c o u ld  w e l l  be c o n t a m i n a t i o n  by  a l g i n a t e  i n  the
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fucan'* ra the r  t h a n  a n o t h e r  " f u c a n "  a s  he r e p o r t e d .

T h e  " f u c a n "  f r o m  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  w a s  

r e m o v e d  f r o m  the  T G F P  by c u t t i n g  the a p p r o p r i a t e  

p a p e r  s t r i p s  a n d  e l u t i n g  w i t h  w a t e r .  H y d r o l y s a t e s  

of  t h e s e  " f u c a n s "  r u n  in  P . C .  w e r e  f o u n d  to c o m p r i s e  

th e  u s u a l  s u g a r s  a n d  u r o n i c  a c i d  of t h e  o r i g i n a l  

m a t e r i a l .

A s a m p l e  of the  d i r e c t  a l k a l i  e x t r a c t e d  " f u c a n "

f r o m  f r o n d s  (E xp .  3 . 2 2 )  w a s  a n a l y s e d  t h r o u g h  a

S e p h a r o s e  4B c o l u m n  to e s t i m a t e  i t s  m o l e c u l a r  w e i g h t .

S e e  F i g u r e  3. 8 p . 106 A s  w i t h  the  s e q u e n t i a l  a l k a l i

e x t r a c t e d  " f u c a n "  the  p a t t e r n  s h o w s  a  p o l y d i s p e r s e

m o l e c u l e  w i t h  a  c o n s i d e r a b l e  p o r t i o n  w i t h  a  h ig h

m o l e c u l a r  w e i g h t .  6 70,  000 ( c a l c u l a t e d  f r o m  F i g u r e  3. 7

p 9 ':̂ w i t h  K — 0 . 4 ) ,  c o m p a r a b l e  w i t h  D e x t r a n  T 5 0 0  a v
(500,  000 m o l e c u l a r  w e i g h t ) .  A t  the  s a m e  t i m e  th e  

f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  w e r e  a n a l y s e d  f o r  p r o t e i n  c o n t e n t  

(E x p .  3 . 2 9 ) .  T h e  e l u t i o n  p a t t e r n  f o r  th e  p r o t e i n  w a s  

v e r y  s i m i l a r  to t h a t  f o r  the c a r b o h y d r a t e  ( s e e  F i g u r e 3 . 8 

p . l  06) i n d i c a t i n g  a  v e r y  c l o s e  r e l a t i o n s h i p ;  p o s s i b l y  

c o v a l e n t  l i n k a g e  b e t w e e n  th e  two  p o l y m e r s .

3 . 4 . 5 .  G e n e r a l  c o n c l u s i o n s  on  th e  " f u c a n s ".

It i s  s u r p r i s i n g  t h a t  the  f u c a n s  s e p a r a t e d  f r o m  

th e  s t e m s  a n d  f r o m  the  f r o n d s  a r e  s o  s i m i l a r .  T h e  

o n l y  d i f f e r e n c e s  t h a t  e m e r g e  a r e  th e  s o m e w h a t  h i g h e r  

q u a n t i t y  of " f u c a n "  t h a t  c a n  be i s o l a t e d  f r o m  the  s t e m s  

a n d  t h a t  th e  p r o p o r t i o n s  of  u r o n i c  a c i d  i n  t h e  l a t t e r  i s  

h i g h e r  t h a n  t h a t  of  the  " f u c a n s "  in  th e  f r o n d s .  T h i s  

w o u l d  s u p p o r t  the  i d e a  t h a t ,  a p a r t  f r o m  th e  o t h e r  

f u n c t i o n s  c i t e d  f o r  the  " f u c a n "  in  the  i n t r o d u c t i o n ,  

c e r t a i n  of the  m o l e c u l e s  do p l a y  a  p a r t  in  t h e  s k e l e t a l  

s t r u c t u r e  of the  p l a n t .
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3 . 4 . 6 .  A l g i n a t e s

D i r e c t  a l k a l i n e  e x t r a c t i o n  of  a l g i n i c  a c i d  

s h o w n  in  f lo w  c h a r t  III g a v e  a  y i e l d  of 41% (2. 05 g) 

of the  d r y  w e i g h t  of s e a w e e d  of C a  a l g i n a t e s  A a n d  B 

f o r  s t e m s  a n d  a  3 4 . 2 %  ( 1 . 7  g) f o r  f r o n d s  e x t r a c t s .

A s  c o m p a r a b l e  r e s u l t s  s e e  T a b l e  3 . 8  w h e r e  y i e l d  

on  a  l a r g e  s c a l e  f o r  f r o n d s  a n d  f r o m  s e q u e n t i a l  

a l k a l i n e  e x t r a c t i o n s  a r e  r e p o r t e d .

T A B L E  3 . 8

" F u c a n s "  a n d  A l g i n a t e s  y i e l d s  f r o m  d i f f e r e n t  e x t r a c t i o n s .

E x t r a c t i o n  I n i t i a l  w e i g h t  F u c a n  (g) A l g i n a t e  (g)
(g)________  y i e l d .  (%) y i e l d . (%)

S t e m s ,  s e q u e n t i a l  a l k .
e x t r a c t i o n  30 0 . 8 3 0  ( 2 . 7 7 )  7 . 6 4  ( 2 5 . 4 6 )

F r o n d s ,  s e q u e n t i a l  a l k .
e x t r a c t i o n  30 0 . 7 9 8  ( 2 . 6 6 )  4 . 9 6 ( 1 6 . 5 3 )

S t e m s ,  d i r e c t  a l k .
e x t r a c t i o n -  5 0 . 3 4 0  ( 6 . 8 0 )  2 . 0 5 ( 4 1 . 0 )

F r o n d s ,  d i r e c t  a l k .
e x t r a c t i o n  5 0 . 4 7 0  ( 9 . 4 0 )  1 . 7 1  ( 3 4 . 2 0 )

F r o n d s ,  d i r e c t  a l k .  9 3 . 4  7 . 0 8 1  ( 7 . 5 8 )  2 9 . 4 6  ( 3 1 . 5 4 )
e x t r a c t i o n .  L a r g e  s c a l e
( E x p .  3 . 2 2 )

(g) =  g r a m s .

A s  w a s  to  be e x p e c t e d  the y i e l d  of a l g i n a t e s  f r o m  d i r e c t  

a l k a l i n e  e x t r a c t i o n  is  h i g h e r  t h a n  t h o s e  f r o m  s e q u e n t i a l  

e x t r a c t i o n  s i n c e  i t  i s  k n o w n  t h a t  e x t r a c t i o n  w i t h  a c i d  

d e g r a d e s  a l g i n a t e s  to a  c e r t a i n  e x t e n t .

T h e  c o m b i n e d  c a l c i u m  a l g i n a t e s  A a n d  B (f low 

c h a r t  111. p . l O l )  from f r o n d s  a n d  s t e m s  w e r e  c o n v e r t e d  

s e p a r a t e l y  in to  the s o l u b l e  s o d i u m  a l g i n a t e s  by w a y



108

of f r e e  a c i d s  a s  s t a t e d  in  E x p e r i m e n t  3 . 2 1 .

S t u d i e s  of the  h y d r o l y s a t e s  of  t h e s e  a l g i n a t e s

on  p a p e r  c h r o m a t o g r a m s  f o r  b o t h  f r o n d s  a n d  s t e m s

s e p a r a t e l y  s h o w e d  R , ,  ̂ =  0 . 7 7  a n d  1 . 2
M a n n .  A c .

( in  s o l v e n t  6 :4 :3  = n - B u O H :  P y : H ^ O ,  w h o s  e m o b i l i t i e s

a r e  s l i g h t l y  f a s t e r  t h a n  t h o s e  r e c o r d e d  f o r  g u l u r o n i c

a c i d  (R =  0 . 6 2  ) a n d  m a n n u r o n i c  a c i d
M a n n .  A c .

< ^ M a n n . A c . =
l o n o p h o r e s i s  of the  h y d r o l y s a t e s  i n  a  b o r a x -

C a C l ^  b u f f e r ,  pH  8. 9 (E xp .  3 .  15) r e v e a l e d  th e  p r e s e n c e

of  s p o t s  w h i c h  had  M ,  ̂ = 0 . 7  a n d  1 . 0 8
M a n n . A c .

c o r r e s p o n d i n g  to H a u g  a n d  L a r s e n  w h o  r e p o r t e d  0 . 8 5

a n d  1 . 0  r e s p e c t i v e l y  u n d e r  the  s a m e  c o n d i t i o n s .

T h e  r e l a t i v e  v i s c o s i t i e s  of 1% a q u e o u s  s o l u t i o n s

of  s o d i u m  a l g i n a t e  of the  d i f f e r e n t  e x t r a c t s  ( E x p .  3.  21

a n d  3 . 2 2 )  w e r e  m e a s u r e d .  T h e  v i s c o s i t i e s  a n d  the

y i e l d s  of the  e x t r a c t s  c a n  be s e e n  in  T a b l e  3.  9 p.  109

F  r o m  t h i s  t a b l e  i t  c a n  be  s e e n  t h a t  a l l  t h e

e x t r a c t s  h a v e  a  v e r y  low v a l u e  i f t h e y  a r e  c o m p a r e d

w i t h  v i s c o s i t y  v a l u e s  b e t w e e n  500 a n d  3 000  c . p .  s .

of  a l g i n a t e s  e x t r a c t e d  f r o m  s e a w e e d s  b y  m e t h o d s  w h i c h
7

a v o i d  d e g r a d a t i o n s .

E v e n  t h o u g h  d i r e c t  a l k a l i n e  e x t r a c t i o n  of  th e  

w e e d  u s u a l l y  h a s  c o n s i d e r a b l y  l e s s  d e g r a d i n g  e f f e c t  

o n  th e  a l g i n a t e  m o l e c u l e  i t  c a n  be  s e e n  i n  T a b l e  3 .  9 

t h a t  t h i s  i s  n o t  th e  c a s e  f o r  L e s s o n i a  a l g i n a t e s .  A l l  

t h e  e x t r a c t s  h a d  a  v e r y  low  v i s c o s i t y .  O n l y  i n  t h e  c a s e '  

of  th e  d i r e c t  a l k a l i n e  e x t r a c t  of t h e  s t e m s  i n  w h i c h  the  

' fucan"  h a d  no t  b e e n  r e m o v e d  is th e  v i s c o s i t y  e v e n  

r e a s o n a b l y  h igh .
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T A B L E  3. 9

P e r c e n t a g e s  of y i e l d s  a n d  v i s c o s i t i e s  of  a l g i n i c  a c i d  i s o l a t e d  
f r o m  b r o w n  s e a w e e d  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s .

D i r e c t  a l k a l i n e  S e q u e n t i a l  V i s c o s i t y  ( 2 5°C )
e x t r a c t i o n  y i e l d  e x t r a c t i o n  y i e l d

% % ( T j r e l . )

F r o n d s  3 4 . 2  1 6 . 5  3 9 . 2 ^ '

S t e m s  4 1 . 0  2 5 . 4  7 5 . 0 a;

F r o n d s  ( e x p .  3. 22
l a r g e  s c a l e )  3 1 . 5  2 3 . 2 ^ ^  37.3^^ '

S t e m s  ( e x p .  3. 22) 3 6 . 3  620^^ ; 267 .  6^^

a)
V i s c o s i t y  w a s  m e a s u r e d  o n ly  f o r  a l g i n i c  a c i d  f r o m  d i r e c t  
a l k a l i n e  e x t r a c t i o n .

^ ^ A l g i n a t e  A, f r o m  0. 1% N a O H  a n d  1% N a ^ C O ^  e x t r a c t ,

c)
A l g i n a t e  B, f r o m  3% N a ^ C O ^  e x t r a c t .

V i s c o s i t y  o f  s o l u t i o n  r e c e n t l y  e x t r a c t e d ,  w i t h o u t  s e p a r a t i n g  
t h e  " f u c a n " .

A f t e r  s e p a r a t i n g  " f u c a n "  f r o m  d ) .

T h e  g e l  s t r e n g t h  of s a m p l e s  of  s o d i u m  a l g i n a t e  d e p e n d s  

t o  s o m e  e x t e n t  on t h e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  of  m a n n u r o n i c  

t o  g u l u r o n i c  a c i d  i n  t h e  a l g i n a t e  m o l e c u l e s .  In  o r d e r  to
13d e t e r m i n e  t h e  p r o p o r t i o n  o f  t h e s e  tw o  a c i d s  a  C n . m .  r .

a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  out  ( E x p .  3 . 2 5 )  a n d  f i g u r e s  f o r

G / M  = 0 . 5 9 7 G / M  = 0 . 4 8  a n d  G / M  = 0 . 6 0  w e r e
4 4 I I  5 5

est imated.  A n  e s t i m a t i v e  a v e r a g e  g i v e s  a  r a t i o  

G / M  = 0. 54.
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T h e  H n . m .  r .  s p e c t r u m  o f  t h i s  s a m p l e  of

a l g i n a t e  w a s  r a t h e r  f e a t u r e l e s s  o r  w i t h  v e r y  b r o a d  p e a k s

w h i c h  m a d e  a s s i g n m e n t s  a l m o s t  i m p o s s i b l e .  T h e  e f f e c t

o f  v i s c o s i t y  of  t h e  s o l u t i o n  i s  p r o b a b l y  t h e  m a i n  r e a s o n  f o r

t h i s  n o n - d e a r  s p e c t r u m .
1 3

T h e  C n . m .  r . s p e c t r u m  of  t h i s  s o d i u m  a l g i n a t e  

w a s  c l e a r e r  a n d  t h e r e f o r e  e a s i e r  t o  i n t e r p r e t  d e s p i t e  i t s  

c o n s i d e r a b l e  c o m p l e x i t y ,  d i s p l a y i n g  n u m e r o u s  p e a k s  ( s e e  

F i g u r e  3 . 9 ) .

G r a s d a l e n  et a!^ p u b l i s h e d  v e r y  s i m i l a r  r e s u l t s  to

t h e  p r e s e n t  w o r k .  T h e y  i n v e s t i g a t e d  a  s a m p l e  of  w h o l e

a l g i n a t e  p r e p a r e d  f r o m  o ld  t i s s u e  of  A s c o p h y l l u m  n o d o s u m

a l s o  a  b r o w n  s e a w e e d ,  w h i c h  h a d  b e e n  p a r t l y  d e g r a d e d  b y

v e r y  m i l d  a c i d  h y d r o l y s i s  t o  d e c r e a s e  t h e  v i s c o s i t y  of  t h e
13s o l u t i o n .  T h e  a s s i g n m e n t s  of t h e i r  C n. m . r .  s p e c t r u m

w e r e  m a d e  b y  r e f e r e n c e  t o  t h e  w h o l e  a l g i n a t e  s a m p l e  a n d  t o

s p e c t r a l  d a t a  f o r  a l g i n a t e  f r a c t i o n s  e n r i c h e d  i n  L - g u l u r o n a t e

a n d  D - m a n n u r o n a t e ,  ( G - r e s i d u e s  a n d  M - r e s i d u e s )  r e s p e c t i v e l y .

W h o l e  a l g i n a t e s  c o n t a i n  b l o c k s  of  c o n t i g u o u s  M-and contiguous

G - r e s i d u e s  h a v i n g  a  c e r t a i n  d i s t r i b u t i o n  of  l e n g t h s ,  i n t e r s p e r s e d
23

b e t w e e n  r e g i o n s  e n r i c h e d  i n  a l t e r n a t i n g  s e q u e n c e s .  T h e

t e r m i n a t i o n  o f  h o m o p o l y m e r i c  b l o c k s  g i v e s  r i s e  t o  a s y m m e t r i c  

t r i a d s  M M G  a n d  GM M , h a v i n g  M a s  t h e  c e n t r a l  u n i t  a n d  G G M  

a n d  M G G  h a v i n g  G a s  t h e  c e n t r a l  u n i t .  A t  t h e  s a m e  t i m e  f o u r  

s y m m e t r i c  t r i a d s ,  M M M , GMG, GGG a n d  M G M  w e r e  a l s o  

i d e n t i f i e d .

A l t h o u g h  t h e  p e a k s  i n  F i g u r e  3. 9 do not  c o i n c i d e  

e x a c t l y  w i t h  t h o s e  in  t h e  s p e c t r u m  of  G r a s d a l e n  _et a l , 

t h e i r  p o s i t i o n  r e l a t i v e  to  o n e  a n o t h e r  i s  so  s i m i l a r  t h a t  i t  

i s  c o n s i d e r e d  j u s t i f i a b l e  to  a s s i g n  t h e m  i n  t h e  s a m e  o r d e r  a s  

i n  t h e  c i t e d  p u b l i c a t i o n .  T h e  a s s i g n m e n t s  f o r  t h e  d i f f e r e n t  

c a r b o n  a t o m s  i n  t h e  c e n t r a l  r e s i d u e  of  e a c h  of  t h e  t r i a d s  i s  

g i v e n  i n  T a b l e  3. 9a .  p.  112.
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T A B L E  3. 9a .

13
A s s i g n m e n t s  of  p e a k s  i n  t h e  C n . m .  r .  s p e c t r u m  of  s o d i u m  a l g i n a t e  

f r o m  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  (p.p.m.).

S e q u e n c e  C a r b o n  a t o m s

C - 1 C - 2 C - 3 C - 4 C - 5 C - 6

M M M 1 0 0 . 9 4 71.  10 72.  21 7 8 . 8 7 7 6 . 8 2 175.  11

M M G 1 0 2 . 0 0 7 1 . 2 9 79. 07 76.  40

G M M 1 0 0 . 7 0 70.  71 78. 31 76.  95

G M G 1 0 1 . 7 9 7 1 . 4 0 72.  47 78.  31 76.  56 1 7 5 . 8 5

G G G 1 0 1 . 3 9 66 .  09 70.  00 80 .  55 67 .  95 175.  31

G G M 1 0 0 . 5 9 65 .  74 80.  55 68 .  34

M G G 1 0 1 . 4 8 66 .  09 80 .  55 67 .  95

M G M 1 0 0 . 4 5 65 .  74 70. 22 80.  55 68 .  34 1 7 5 . 6 6

T h e  C - 6 r e s o n a n c e s  d u e  t o  a s y m m e t r i c  t r i a d s  h a v e  no t  

b e e n  i d e n t i f i e d  b u t  p r o b a b l y  m o s t  of  t h e m  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  f r o m  

G G G  a n d  M M M  s e q u e n c e s .
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^ ' 4 .  7. H o t  a q u e o u s  e x t r a c t i o n  of " f u c a n "  f r o m  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s .

In  v i e w  of  th e  s i m i l a r i t y  of  the  " f u c a n s "  f r o m  

t h e  f r o n d s  a n d  s t e m s  in  p r e v i o u s  e x t r a c t s  ( s e q u e n t i a l  

a n d  d i r e c t  a l k a l i n e  m e t h o d s )  i t  w a s  d e c i d e d  t h a t  a  h o t  

d i l u t e  c a l c i u m  c h l o r i d e  e x t r a c t i o n  of a  m i x t u r e  of f r o n d s  

a n d  s t e m s  w o u l d  g ive  a  good  y i e l d  of the  d e s i r e d  

’’f u c a n "  f o r  f u t u r e  s t r u c t u r a l  s t u d i e s .

A m i x t u r e  of f r o n d s  a n d  s t e m s  (771 g) w a s  

t h e n  e x t r a c t e d  a s  o u t l i n e d  in  f low c h a r t  IV a n d  

Expt .  3. 33 ; 20 .  3 g of  " f u c a n "  w e r e  o b t a i n e d ,  2 .  64% of 

t h e  i n i t i a l  w e i g h t  of m a t e r i a l .

T h e  p e r c e n t a g e  c o m p o s i t i o n  of  t h i s  w a t e r  

s o l u b l e  e x t r a c t  i s  s h o w n  in  T a b l e  3 . 1 0 .

T A B L E  3 . 1 0
â. )

C o m p o s i t i o n  of " f u c a n "  f r o m  ho t  a q u e o u s  e x t r a c t i o n .

C a r b o h y d r a t e  6 0%

S u l p h a t e  9% (15%)

U r o n i c  a c i d  26% (43.  3%)

P r o t e i n  1 1 . 4 %

M o i s t u r e  10%

A s h  12%

^^ A l l  t h e s e  v a l u e s  a r e  c a l c u l a t e d  o n  w e i g h t  
of  the  " f u c a n " .

F i g u r e s  in  b r a c k e t s  c a l c u l a t e d  on  c a r b o h y d r a t e  
c o n t e n t .

T h e  a c c u r a c y  of t h e s e  r e s u l t s  a r e  w i t h i n  + 5%

It  m u s t  be  r e m e m b e r e d  t h a t  t h i s  c o n t a i n s  th e  m a t e r i a l  

p r e v i o u s l y  e x t r a c t e d  by b o t h  c o ld  a n d  h o t  w a t e r .  T h e  

f i g u r e s  in  T a b l e  3 . 1 0 ,  a p a r t  f r o m  a h i g h e r  u r o n i c  a c i d  

c o n t e n t  a r e  in  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  of th e  p r e v i o u s  

e x t r a c t s  ( s e e  T a b l e  3 . 2 ) .
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F l o w  c h a r t  IV D i r e c t  ho t  a q u e o u s  e x t r a c t i o n .

G r o u n d  a l g a  ( 7 7 1 . 0  g. f r o n d s  a n d  s t e m s  c o m b i n e d )  

^  s o a k e d  in  a 25% f o r m a l d e h y d e  s o l u t i o n .

/  \
H C H O  R e s i d u e  a i r  d r i e d
d i s c a r d e d

\
E x t r a c t i o n  w i t h  

2% C a C l ^  4 x 2 1 . ,  5 h r ,  7 0 ° C

I
C e n t r i f u g e d

/  V
R e s i d u e  E x t r a c t
( 5 8 2 . 1 9  g) a )  c o n c e n t r a t e d

b) d i a l y s e d
c) f r e e z e - d r i e d

I
" F u c a n "

( 2 0 . 3 2  g)
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P a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  of a  h y d r o l y s a t e  

in  d i f f e r e n t  s o l v e n t  s y s t e m s  a n d  w i t h  d i f f e r e n t  

l o c a t i n g  r e a g e n t s  r e v e a l e d  th e  s a m e  c o n s t i t u e n t s  

a s  t h o s e  f o u n d  in  p r e v i o u s  e x t r a c t s :  f u c o s e ,  x y l o s e ,

m a n n o s e ,  g a l a c t o s e  a n d  g l u c u r o n i c  a c i d .  T r a c e s  of 

g l u c o s e  w e r e  a l s o  fo u n d  w h e n  a  p a p e r  c h r o m a t o g r a m  

w a s  d e v e l o p e d  w i t h  g l u c o s e  o x i d a s e  r e a g e n t .

S a m p l e s  of " f u c a n s "  f r o m  c o l d  w a t e r  e x t r a c t ,  

s e q u e n t i a l  a l k a l i n e  e x t r a c t ,  d i r e c t  a l k a l i n e  e x t r a c t  a n d  

d i r e c t  h o t  a q u e o u s  e x t r a c t  w e r e  h y d r o l y s e d  w i t h  

12N  H C l ,  a n d  the  h y d r o l y s a t e s  a n a l y s e d  by  p a p e r  

c h r o m a t o g r a p h y  w e r e  f o u n d  to  c o m p r i s e  s e v e r a l  

a m i n o  a c i d s  a m o n g  w h i c h  s e r i n e ,  a l a n i n e  a n d  g l y c i n e  

w e r e  r e c o g n i s e d  a c c o r d i n g  to  t h e i r  m o b i l i t i e s  c o m p a r e d  

w i t h  s t a n d a r d  s a m p l e s ,  p r o v i n g  a g a i n  t h e  p r e s e n c e  of 

p r o t e i n  i n  a l l  t h e s e  e x t r a c t s .

3 , 4 . 8 .  F r a c t i o n a t i o n  of  the  " f u c a n s "  on  D E 5 2  c e l l u l o s e  c o l u m n .
. ..  12,  13,  14,  15In p r e v i o u s  s t u d i e s  on  a q u e o u s

e x t r a c t s  f r o m  o t h e r  s p e c i e s  of b r o w n  s e a w e e d s ,  i t  h a s  

b e e n  p o s s i b l e  to  s e p a r a t e  the  p -(1 ~*^3)  l i n k e d  g l u e  a n  

l a m i n a r a n ,  f r o m  the  " f u c a n "  b y  e l u t i o n  f r o m  a  D E 5 2  

c e l l u l o s e  c o l u m n  w i t h  w a t e r .  T h e  " f u c a n "  i s  t h e n  

r e c o v e r e d  f r o m  the  c o l u m n  by  e l u t i o n  w i t h  i n c r e a s i n g  

c o n c e n t r a t i o n  of a q u e o u s  p o t a s s i u m  c h l o r i d e .  T h e  

f r a c t i o n s  e l u t e d  w i t h  the  l o w e s t  c o n c e n t r a t i o n s  of  

p o t a s s i u m  c h l o r i d e  u s u a l l y  c o n t a i n i n g  th e  h i g h e s t  

p r o p o r t i o n  of  g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  l o w e s t  f u c o s e  a n d  

s u l p h a t e  a n d  a s  the  c o n c e n t r a t i o n  of  p o t a s s i u m  c h l o r i d e  

i n c r e a s e s  t h e s e  p r o p o r t i o n s  a r e  r e v e r s e d .

In the  c a s e  of th e  h o t  a q u e o u s  e x t r a c t  f r o m
the sojuie in

L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  ( E x p .  3 .  3 3 ) ,Vtne a q u e o u s  e l u a t e  wfiichaccounted 

for 28% of  th e  m a t e r i a l  a p p l i e d  to  th e  c o l u m n ,  c o n t a i n e d  

o n l y  3% c a r b o h y d r a t e  a n d  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  of  a
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h y d r o l y s a t e  r e v e a l e d  o n ly  a  t r a c e  of  g l u c o s e .

It  s e e m s  t h a t  t h i s  s a m p l e  of L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  

i s  d e v o i d  of l a m i n a r a n .  It i s  of  c o u r s e  p o s s i b l e  

t h a t  t h i s  w a s  l o s t  o r  d e s t r o y e d  d u r i n g  the  d r y i n g  

of th e  s e a w e e d  in  C h i l e .

W i t h  the i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n  of p o t a s s i u m  

c h l o r i d e  ( s e e  T a b l e  3 . 1 1 ) ,  the  s u l p h a t e  c o n t e n t  i n c r e a s e s  

f r o m  8% to 17%; w h e r e a s  th e  c o n t r a r y  w a s  o b s e r v e d  

w i t h  u r o n i c  a c i d  c o n t e n t  w h i c h  is  i n  a g r e e m e n t  w i t h  

p r e v i o u s  s t u d i e s .  T h e  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t s  of 

r e s p e c t i v e  K C l  f r a c t i o n s  v a r i e d  v e r y  s l i g h t l y .  A go o d  

r e c o v e r y  f r o m  the  c o l u m n ,  97.  14% w a s  o b t a i n e d  a n d  

e a c h  of the f r a c t i o n s  of th e  p o l y s a c c h a r i d e  h a d  a  

n e g a t i v e  r o t a t i o n .

T A B L E  3.  11

F r a c t i o n a t i o n  of the  " f u c a n " ,  h o t  a q u e o u s  e x t r a c t ,  o n  a  D E -52  
c e l l u l o s e  c o l u m n .  (500 m g  a p p l i e d  to  the  c o l u m n . ) _______________

F  r a c t i o n
R e c o v e r y  
m g ;  %

C a r b o h y r . 
c o n t e n t  %

U r o n i c  A c i d  
c o n t e n t  %

S u l p h a t e  
c o n t e  nt%

[“ Id
d e g r e e s

W a t e r 138 .  2 ; 2 7 . 6 2 . 8 - 2 .  9^* - - + 2.  1

0. 2M K C 1 167 .  7 ; 3 3 . 5 58 - 6 2 ' *̂ 28-30 '^* 8.  0 - 3 0 .  7

0. 5 ^ K C 1 1 4 9 . 8 ; 3 0 .  0 55-60*^* 2 0 - 2 5 ^ ^ 1 3 . 2 - 3 4 .  8

1. OMKCl 30 .  0; 6 . 0 5 1 - 5 2 ' *̂ 1 0 - 1 3 “̂ ’ 17.  7 - 4 1 .  0

t o t a l
r e c o v e r y : 4 8 5 . 7  m g  (97. 1%)

^ )C a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  b a s e d  on a g lu c o s e -  s t a n d a r d  g r a p h

^ ^ C a r b o h y d r a t e  c o n t e n t b a s e d  on  a m i x t u r e  s t a n d a r d  g r a p h
F u : G l c  . A  :G a l ;X y :  M a n n  =  5 :2: 1. 5 : 1 . 0 ;  0 . 5

c )U r o n i c  a c i d  c o n t e n t  b a s e d  on  a  s t a n d a r d  g l u c u r o n i c  a c i d  g r a p h .  
C a r b a z o l e  m e t h o d  w i t h  b o r a t e ,  5 5 ° C  a n d  1 0 0 ° C .

^ ^ A l l  f i g u r e s  a r e  c a l c u l a t e d  on w e i g h t  of m a t e r i a l .
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H y d r o l y s a t e s  of the  d i f f e r e n t  f r a c t i o n s  w e r e  

c h a r a c t e r i s e d  by p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  d i f f e r e n t  

s o l v e n t  s y s t e m s  a n d  l o c a t i n g  r e a g e n t s .  T h e  f o u r  

s u g a r s  a n d  g l u c u r o n i c  a c i d  w e r e  d e t e c t e d .

P a r t  of the  h y d r o l y s a t e s  w e r e  c o n v e r t e d  to 

t h e  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  a n d  a n a l y s e d  t h r o u g h  g a s  

l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y .

T h e  p r o p o r t i o n s  of the  s u g a r  c o n s t i t u e n t s  a r e  

s h o w n  in  T a b l e  3 . 1 2  in  c o m p a r i s o n  w i t h  t h o s e  of o t h e r  

s p e c i e s  of b r o w n  s e a w e e d  p r e v i o u s l y  i n v e s t i g a t e d .

It  c a n  be s e e n  t h a t  in  the  o t h e r  e x a m p l e s  c i t e d  

th e  m o l a r  p r o p o r t i o n  of f u c o s e  i n c r e a s e s  a s  th e  

c o n c e n t r a t i o n  of K C l  in  the  e l u a n t  i s  i n c r e a s e d  b u t  w i t h  

th e  " f u c a n "  of L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  the  i n c r e a s e  of 

f u c o s e  i s  c o m p a r a t i v e l y  s m a l l  a n d  the  p r o p o r t i o n  of 

g a l a c t o s e  i n c r e a s e s  a p p r o x i m a t e l y  t w e l v e f o l d  a n d  

t h a t  of m a n n o s e  d e c r e a s e s  a l m o s t  f i v e f o l d .

If p e r c e n t a g e s  of t h e s e  s u g a r s  a r e  c o n s i d e r e d  

f r o m  th e  p e a k  a r e a  of g . l .  c .  c h r o m a t o g r a m s  a s s u m i n g  

th e  t o t a l  a r e a s  a s  a  100%, the f o l l o w i n g  f i g u r e s  a r e  

o b t a i n e d .
T A B L E  3. 13

0 . 2  M K C l 0 . 5  M K C l M K C l
f r a c t i o n f r a c t i o n f r a c t i o n

% F u c o s e 41.  0 35.  0 31 .  0
% X y l o s e 1 2 . 0 10. 0 7. 0
% M a n n o s e 34.  0 17. 0 4.  0
% G a l a c t o s e 7. 0 34.  0 5 4 .  0
% G l u c o s e 6 . 0 5. 0 4.  0

S h o w n  a t  a  l a t e r  d a t e  to be due  to c e l l  w a l l  f r a g m e n t s  (p. 124

A g a i n  the c h a n g e  in  f u c o s e  i s  c o m p a r a t i v e l y  

s m a l l ,  g a l a c t o s e  i n c r e a s e s  a b o u t  e i g h t f o l d  a n d  m a n n o s e  

d e c r e a s e s  a b o u t  n i n e f o ld .
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F r o m  a l l  t h e s e  r e s u l t s  i t  a p p e a r s  t h a t  the  

a d s o r p t i o n  of the " f u c a n "  on D E 5 2  c e l l u l o s e  c o l u m n  

d e p e n d s  o r  is  i n f l u e n c e d  by the u r o n i c  a c i d  a n d  s u l p h a t e  

p r e s e n t  in  the  p o l y s a c c h a r i d e .  T h e  a d s o r p t i o n  of t h e s e  

c o l u m n s  i s  u n d o u b t e d l y  e n h a n c e d  w i t h  i n c r e a s i n g  a m o u n t s  

of  a c i d i c  g r o u p s  in  the  m o l e c u l e s . A t  th e  s a m e  t i m e  

th e  s u l p h a t e  g r o u p s  a p p e a r  to be  h e l d  m o r e  t i g h t l y  t h a n  

th e  c a r b o x y l  s o  t h a t  in  the  h e t e r o g e n e o u s  m i x t u r e  of 

m o l e c u l e s  in  t h i s  " f u c a n "  t h o s e  w i t h  l o w e r  s u l p h a t e  

( s e e  T a b l e  3. 11) a r e  e l u t e d  by  the  m o r e  d i l u t e  K C l  

e l u a n t .

P r e v i o u s  s t u d i e s  in  h o m o l o g o u s  s e r i e s  of

l i n e a r  p o l y s a c c h a r i d e s  h a v e  s t a t e d  t h a t  th e  l o w e r

m o l e c u l a r  w e i g h t  m a t e r i a l s a r e  h e l d  l e s s  f i r m l y  t h a n
16 17

th e  h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a t e r i a l s  ’ . I t  c a n

a l s o  be  m e n t i o n e d  t h a t  the  s h a p e  of  t h e  p o l y s a c c h a r i d e

m o l e c u l e  a l s o  i n f l u e n c e s  a d s o r p t i o n .  ‘ F o r  e x a m p l e ,

i n  f r a c t i o n a t i o n  of  s o l u b l e  s t a r c h  a n d  d e x t r a r s ,  the

l i n e a r  c o m p o n e n t s  w e r e  r e t a i n e d  in  th e  c o l u m n  m o r e
18

s t r o n g l y  t h a n  the  b r a n c h e d  c o m p o n e n t s .

F r o m  F  i g u r e  3. 10 i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  the 0.2 M 

K C l  f r a c t  i o n  h a s  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  of c a ,  8 , 000 

( c a l c u l a t e d  f r o m  F i g u r e  3. 7 p . 93 , K^^ v s .  log  MW ) and

t h e  0. 5 M K C l  f r a c t i o n  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o m p a r a b l e  

to  t h a t  of D e x t r a n  T 4 0  (40,  000) .  A l t h o u g h  the  s i z e  of  

t h e  " f u c a n "  m o l e c u l e s  p l a y s  s o m e  p a r t  in  th e  e l u t i o n  

p a t t e r n ,  th e  o v e r r i d i n g  f a c t o r  i s  th e  a c i d i t y .

T h i s  " f u c a n "  (hot a q u e o u s  e x t r a c t ) ,  150 m g ,

(90 m g  c a r b o h y d r a t e ) ,  w a s  h y d r o l y s e d  a n d  the 

h y d r o l y s a t e  s e p a r a t e d  by p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  i n to  

n e u t r a l  a n d  a c i d i c  f r a c t i o n s  ( s e e  E x p e r i m e n t  3 . 4 l ) .

B o t h  f r a c t i o n s  w e r e  f r e e z e  d r i e d  a n d  w e i g h e d ,  31 m g  

of  a c i d i c  f r a c t i o n  a n d  36.  5 m g  of n e u t r a l  f r a c t i o n  w e r e
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o b t a i n e d .  On the  p a p e r  c h r o m a t o g r a m  u s e d  f o r  t h i s  

s e p a r a t i o n  a p r o d u c t  r e m a i n e d  on the  s t a r t i n g  l i n e .

T h i s  p r o d u c t  w a s  e l u t e d  f r o m  the  p a p e r  a n d  c o n c e n t r a t e d .  

P h e n o l  s u l p h u r i c  a c i d  m e t h o d  f o r  c a r b o h y d r a t e  e s t i m a t i o n  

g a v e  4.  8 m g .  T h i s  p r o d u c t  w a s  r e h y d r o l y s e d  w i t h  

the  h y d r o l y s a t e  w a s  f o u n d  to c o m p r i s e  

f u c o s e  a n d  l e s s  x y l o s e ,  m a n n o s e  a n d  g a l a c t o s e .  

G l u c u r o n i c  a c i d  w a s  p r e s e n t  in  s m a l l  a m o u n t  a s  w e l l .

T h e  n e u t r a l  s u g a r s  w e r e  s e p a r a t e d ,  f r e e z e -  

d r i e d  a n d  w e i g h e d .  P u r i t y  of  e a c h  of t h e s e  s u g a r s  

w a s  p r o v e d  t h r o u g h  g. 1. c .  ( a l d i t o l  a c e t a t e s  d e r i v a t i v e s )  

a n d  t h r o u g h  H. P . L .  C .  c o m p a r e d  w i t h  s t a n d a r d  s u g a r s .  

G a l a c t o s e  w a s  found  to be  c o n t a m i n a t e d  w i t h  t r a c e s  of 

g l u c o s e .

T h e  w e i g h t ,  m o l a r  p r o p o r t i o n  a n d  p e r c e n t a g e  

f o r  t h e s e  s u g a r s  w e r e  a s  f o l l o w s  ( T a b l e  3.  14) .

T A B L E  3.  14

S u g a r W e i g h t  (mg) M o l a r  p r o p o r t i o n %

F  u c o s e 1 4 . 4 4 . 4 4 8 . 4

X y l o s e 3.  0 1 . 0 1 1 . 0

M a n n o s e 5 . 6 1 . 5 6 17.  1

G a l a c t o s e 7. 7 2.  14 23 .  5

If t h e s e  f i g u r e s  a r e  c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  on  

T a b l e  3 . 1 5  o b t a i n e d  t h r o u g h  g a s  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  

a n a l y s i s  (E xp .  3 . 4 6 )  of a c e t y l a t e d  h y d r o l y s a t e  u s i n g  

OV 225 c o l u m n  a n d  SE 30 c a p i l l a r y  c o l u m n  i t  c a n  be  s e e n  

t h a t  a p a r t  f r o m  th e  x y l o s e ,  t h e y  a r e  n e a r l y  the s a m e .
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T A B L E  3. 15

A p p r o x i m a t e  r e l a t i v e  m o l a r  p r o p o r t i o n  of m o n o s a c c h a r i d e

S u g a r C o l u m n  OV 225 C o l u m n  SE 3 0 ( c a p i l l a r y )
m o l a r  p r o p . % m o l a r  p r o p . %

F u c o s e 6 . 0 43 7. 0 48

X y l o s e 1 . 0 7 1 . 0 7

M a n n o s e 2. 9 20 2 . 5 17

G a l a c t o s e 3 . 5 25 3 . 6 25

G l u c o s e 0. 7 5 0 . 4 3

T h e  g a l a c t o s e  f r a c t i o n  s e p a r a t e d  f r o m  the  

n e u t r a l  s u g a r s  on  the p r e v i o u s  p a g e  w a s  f r e e d  f r o m  

g l u c o s e  (Exp .  3 . 4 3 )  by  c o n v e r t i n g  the  l a t t e r  i n t o  g l u c o n i c  

a c i d  w i t h  g l u c o s e  o x i d a s e .  I t  w a s  c o - s p o t t e d  on  a 

p a p e r  c h r o m a t o g r a m  w i t h  the g l u c o s e  o x i d a s e .

P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  on  s y n t h e t i c  m i x t u r e s  s h o w e d  

t h a t  if too  l a r g e  a n  e x c e s s  of  the  o x i d a s e  w a s  u s e d  t h e n  

the  g a l a c t o s e  w a s  a l s o  d e s t r o y e d ,  s o  t h i s  h a d  to  be 

a v o i d e d .  T h e  i s o l a t e d  g a l a c t o s e  g l u c o s e  m i x t u r e  ( 7 . 7  m g )  

w e r e  s p o t t e d  on  a  3 M M  p a p e r  a n d  5 v o l u m e s  of g l u c o s e  

o x i d a s e  w a s  s l o w l y  s p o t t e d  on  top .  A f t e r  d e v e l o p m e n t  of 

th e  p a p e r  the  g a l a c t o s e  w a s  e l u t e d  w i t h  w a t e r  f r o m  the  

a p p r o p r i a t e  s t r i p  a n d  the  e l u a t e  f r e e z e - d r i e d  ( 6 . 7  m g )

P . C .  r e v e a l e d  on ly  g a l a c t o s e .  It  f o l l o w s  t h a t  1 m g  

g l u c o s e  h a d  b e e n  r e m o v e d  a n d  t h a t  the  g a l a c t o s e  i s  p r e s e n t  

in  1 . 9  m o l a r  p r o p o r t i o n s  ( 2 0 . 4  %) a n d  g l u c o s e  in  0 . 2 8  m o l a r  

p r o p o r t i o n s  (3%) on  the  w h o l e  " f u c a n " .

M o l e c u l a r  w e i g h t  e s t i m a t e d  f o r  t h i s  " f u c a n "  

( E x p .  3 . 4 4 )  w a s  a p p r o x i m a t e l y  500 ,  000 f o r  the p o r t i o n  of 

h i g h e s t  m o l e c u l a r  s i z e  a n d  a  s i m i l a r  p a t t e r n  to t h a t  of 

p r e v i o u s  e x t r a c t s  w a s  o b t a i n e d .  S e e  F i g u r e  3 . 1 1  p 123



12.2

A b s o r b a n c e  a t  4 8 7  n m .

p
fo (T\

O
CD K)

ro

X o
roro

03 ro
(D H "

»-3

co o* o <0 
c p-

•  o

a ro

o



124

T h e  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t  c a l c u l a t e d  

f r o m  s e l e c t i v i t y  c u r v e  f o r  S e p h a r o s e  4B ( F i g u r e  3. 7) 

i s  c a .  6 68  , 000 .

I t  w a s  d i f f i c u l t  to  a c c o u n t  f o r  t h e  t r a c e s  of  g l u c o s e  

w h i c h  o c c u r r e d  in  s o m e  of  t h e  e x t r a c t s .  E x a m i n a t i o n  

of  t h e s e  a p p a r e n t  s o l u t i o n s  u n d e r  th e  m i c r o s  c o p e  

r e v e a l e d  w h a t  a p p e a r e d  to  be  m i n u t e  s p e c k s  of  c e l l  w a l l .  

T o  c o n f i r m  t h i s  a  s a m p l e  of  t h e  ’’f u c a n ” ( 2 5 . 5  m g )  

w a s  d i s s o l v e d  i n  2 m l  of  w a t e r  ( E x p .  3 . 4 5 )  a n d  f i l t e r e d  

t h r o u g h  g l a s s  f i b r e  m i l l i p o r e  f i l t e r ;  t h e  h y d r o l y s a t e s  

of  t h e  f i l t r a t e  a n d  t h e  r e s i d u e  t o g e t h e r  w i t h  t h e  g l a s s  

f i b r e  f i l t e r  w e r e  s e p a r a t e l y  a n a l y s e d  w i t h  g l u c o s e  

o x i d a s e  r e a g e n t .  T h e  f i l t r a t e  s u p p o s e d  to  be  o n l y  

’’f u c a n ” w a s  d e v o i d  of g l u c o s e  w h i c h  h a d  a p p e a r e d  i n  

p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s ,  w h e r e a s  t h e  r e s i d u e  s h o w e d  a  

s t r o n g  p i n k  s p o t  c o r r e s p o n d i n g  to g l u c o s e .  C a r b o h y d r a t e  

c o n t e n t  w a s  e s t i m a t e d  f o r  b o t h  h y d r o l y s a t e s  a n d  t h e  

’’f u c a n ” w a s  f o u n d  to  h a v e  a  55 .  7% a n d  t h e  r e s i d u e ,  

a s s u m e d  to  be  c e l l  w a l l  h a d  o n l y  5 . 6 % .  A l t o g e t h e r  

t h e y  c a m e  to  6 1 . 3 %  w h i c h  i s  i n  r e a s o n a b l e  a g r e e m e n t  

w i t h  t h e  6 0% f o u n d  p r e v i o u s l y  f o r  i n i t i a l  ’’f u c a n ” a s  

s h o w n  in  T a b l e  3 . 1 0 .  p .  113. 

g ^  g A t t e m p t e d  d e s u l p h a t i o n  of ’’f u c a n ” e x t r a c t e d  f r o m

L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  a n d  a  s a m p l e  of  ’’f u c a n ” e x t r a c t e d  

f r o m  H i m a n t h a l i a  l o r e a  a l s o  a  b r o w n  s e a w e e d .

" F u c a n ” f r o m  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  (ho t  a q u e o u s  

e x t r a c t )  w a s  s u b j e c t e d  to  d e s u l p h a t i o n  by  b o t h  a c i d i c  

a n d  a l k a l i n e  m e t h o d s  ( E x p .  3 . 3 6 ) .  T h e  s u l p h a t e  c o n t e n t s  

of t h e  p r o d u c t s  w e r e  d e t e r m i n e d  a n d  c o m p a r e d  w i t h  t h e  

s u l p h a t e  c o n t e n t  of th e  o r i g i n a l  ’’f u c a n ” . T h e  a c i d i c  

m e t h o d  g a v e  a  p r o d u c t  w i t h  o n l y  2% s u l p h a t e  b y  w e i g h t .

A h y d r o l y s a t e  r u n  o n  a  p a p e r  

c h r o m a t o g r a m  s h o w e d  t h e  s a m e  c o n s t i t u e n t s  a s  p r e v i o u s
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a n a l y s e s .  A m o l e c u l a r  w e i g h t  s t u d y  of  t h i s  

d e s u l p h a t e d  f u c a n  g a v e  t h e  p a t t e r n  s h o w n  in  F i g u r e  

3 . 1 2 .  A l k a l i n e  d e s u l p h a t i o n  w a s  a l s o  a t t e m p t e d  in  

t h r e e  d i f f e r e n t  e x p e r i m e n t s  f o r  " f u c a n ” f r o m  L e s s o n i a  

n i g r e s  c e n s  a n d  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  s t u d y  of  t h e  d e s u l p h a t e d  

p r o d u c t  w a s  a l s o  d o n e .  T h e  p a t t e r n  is  s h o w n  in  

F  i g u r e  3 . 1 2 .

If t h e s e  tw o  l a s t  p a t t e r n s  a r e  c o m p a r e d  w i t h  t h a t

of  the  o r i g i n a l  " f u c a n ” ( s e e  F i g u r e  3. 11 ) i t  c a n  be

c o n c l u d e d  t h a t  b o t h  d e s u l p h a t e d  p r o d u c t s  h a v e  b e e n

c o n s i d e r a b l y  d e g r a d e d ,  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  b o t h

p r o d u c t s  b e i n g  c a .  8 0 0 0 .  E v e n  t h o u g h  i n  t h e  a l k a l i n e

m e t h o d  p o t a s s i u m  b o r o h y d r i d e  w a s  a d d e d  to  m i n i m i s e
5

d e g r a d a t i o n  by  the  a l k a l i n e  p e e l i n g  r e a c t i o n  , i t  c a n  be 

s e e n  t h a t  p a r t  of th e  m o l e c u l e  h a s  b e e n  d e g r a d e d  a n d  

c l e a v a g e s  of  g l y c o s i d i c  l i n k a g e s  h a v e  o c c u r r e d .

A s a m p l e  of  " f u c a n ” e x t r a c t e d  f r o m  H i m a n t h a l i a  

l o r e a  ( p r e v i o u s l y  s t u d i e d  in  o u r  l a b o r a t o r i e s )  w a s  

t w i c e  s u b j e c t e d  to d e s u l p h a t i o n ,  b u t  a s  c a n  b e  s e e n  i n  

T a b l e  3 .  16 n e i t h e r  in  t h i s  c a s e  n o r  i n  t h a t  of  L e s s o n i a  

n i g r e s c e n s  w a s  d e s u l p h a t i o n  a c h i e v e d .

T h e s e  r e s u l t s  f o r  " f u c a n ” f r o m  H i m a n t h a l i a
1 2

l o r e a  d i s a g r e e  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  b y  D r  M  A R a h m a n  

w h o  f o u n d  86% r e c o v e r y  b y  w e i g h t ,  2 1 . 7 %  s u l p h a t e  on  

o r i g i n a l  " f u c a n ” ( w h i c h  i s  s i m i l a r  to  t h e  f i g u r e  in  

T a b l e  3 . 1 6 )  a n d  15% s u l p h a t e  on  t h e  d e s u l p h a t e d  s a m p l e .

H y d r o l y s a t e s  of  t h e s e  d e s u l p h a t e d  " f u c a n s ” w e r e  

a n a l y s e d  by  P . C .  a n d  f o u n d  to  c o m p r i s e  t h e  s a m e  

c o n s t i t u e n t s  a s  o r i g i n a l  " f u c a n s ” .

I t  c a n  be  c o n c l u d e d  a t  l e a s t  f o r  th e  " f u c a n ” 

f r o m  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  t h a t  s u l p h a t e  g r o u p s  a r e  n o t  

l i n k e d  to  c a r b o n  a t o m s  w h i c h  a r e  a d j a c e n t  to  c a r b o n  

a t o m s  c a r r y i n g  h y d r o x y l  g r o u p s  t r a n s  to  t h e  s u l p h a t e
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r e s i d u e s  o t h e r w i s e  t h e  e s t e r  s u l p h a t e  g r o u p s  w o u l d  

h a v e  b e e n  c l e a v e d  by  a l k a l i  a s  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d
1 9

f r o m  e x p e r i m e n t s  o n  m o d e l  m o n o s a c c h a r i d e  s u l p h a t e s

a n d  in  p o l y s a c c h a r i d e s ,  f o r  e x a m p l e  t h a t  f r o m  g r e e n
2 1s e a w e e d  U l v a  l a c t u c a .

In g e n e r a l  t e r m s  s u l p h a t e  r e s i d u e s  i n  " f u c a n s ” 

a r e  v e r y  s t a b l e  to  a l k a l i .

T A B L E  3. 16

L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  a n d  H i m a n t h a l i a  l o r e a  " f u c a n s "  c o m p a r i s o n  
of  % r e c o v e r y  a n d  % s u l p h a t e  a f t e r  a l k a l i n e  d e s u l p h a t i o n  a t t e m p t s .

'F  u c a n '
%

a t t e m p t  N o . r e c o v e r y
o r i g i n a l ’f u c a n  d e r i v e d  p o l y s a c c h .  
% s u l p h a t e  % s u l p h a t e _________

L e s s o n i a
n i g r e s c e n s 57.1 

5 7 .0  
61. 4

9 - 1 2  
9-10
10-11

10-11
9 - 1 0
9 - 1 1

H i m a n t h a l i a
l o r e a 3 0 .6  

3 9 .  1
2 4 - 2 5  
21 - 22

2 4 - 2 5
2 0 - 2 1

I n  C h a p t e r  IV,  s t r u c t u r a l  s t u d i e s  o n  p a r t i a l '  a c i d  

h y d r o l y s a t e s  of  t h i s " f u c a n "  h o t  a q u e o u s ,  2% C a C l ^  

e x t r a c t e d  f r o m  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  w i l l  be  

d e s c r i b e d .
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3 . 5 .  R E F E R E N C E S

3 . 5 . 1 . c h a p t e r  I II I n t r o d u c t i o n

1. B l a c k  W . A . P .  J .  M a r  B i o l .  A s s .  U . K . , 29 ,  4 5 ( 1 9 5 0 ) .

2 . R a h m a n  M . A ,  P h D  T h e s i s ,  U n i v e r s i t y  of L o n d o n  1 979 .

3.  B i d w e l l  R .  O . S .  C a n .  J .  B o t. 1 5 5 7 ( 1  967) .

4 .  L i n d b e r g  B . a n d  P a j u  J .  A c t a  C h e m . S c a n d . , 8̂ , 8 1 7  ( 1 9 5 4 ) .

5.  L i n d b e r g  B .  a n d  M c P h e r s o n  J .  A c t a  C h e m . S c a n d . 1875 

(1 954) .

6 .  F a n s h a w e  R . S .  a n d  P e r c i v a l  E .  J .  S o c . F d .  A g r i c . %

241 ( 1958) .

7. C a r l b e r g ,  G . E .  P e r c i v a l  E  a n d  R a h m a n  M . A .  P h y t o c h e m .

J_7, 1 2 8 9 - 1 2 9 2  (1978) .

8 .  S m i t h  F. a n d  U n r a u  A .  M . C h e m .  a n d  In d .  , 636  (195 9).

9. B l a c k  W . A . P  a n d  D e w a r  E . T . J .  M a r .  B i o l .  A s s  . U . K .  , 2 8 , 

6 7 3  ( 1949) .

1 0. P o w e l l  J . H.  a n d  M e u s e  B .  D.  J .  E c o n .  B o t.  1 8 , 164  (1 964 ) .

11.  P e a t  S., W h e l a n  W . J .  a n d  L a w l e y  H.  G.  J . C h e m .  S o c . , 724  

a n d  729 ( 1958) .

12.  P e r c i v a l  E . a n d  M c D o w e l l  R . H .  " C h e m i s t r y  a n d  E n z y m o l o g y  

of  M a r i n e  A l g a l  P o l y s a c c h a r i d e s "  ( A c a d e m i c  P r e s s , L o n d o n ) ,  

70 (1967 ) .

13 .  H a n d  a N .  a n d  N i s i z a w a  K.  N a t u r e  ( L o n d o n ) , 1 9 2 , 1078 

( 1961) .

14.  B l a c k  W . A . P .  J . M a r . B i o l . A s s . U . K .  29,  3 79  ( 1950) .

15.  P e r c i v a l  E . G. V . a n d  R o s s  A ..G. J .  C h e m .  S o c . 3041  ( 1 9 4 9 ) .

16.  P e r c i v a l  E .  B r . P h y c o l .  J . , 1 4 , 1 0 3 - 1 1 7  (1979 ) .

1 7.  P e r c i v a l  E .  G.  V .  a n d  R o s s  A . G. J .  C h e m .  S o c .  71 7 - 7 2 0  (1 950)

18.  M e d c a l f  D.  G.  a n d  L a r s e n  B.  C a r b o h y d r .  R e s .  5_9,531 - 5 3 7 ;

5 3 9 - 5 4 6  (1977) .

19 .  L a r s e n  B .  P h y s i o l o g i c a l  a n d  b i o c h e m i c a l  m e t h o d s  

( H e l l e b u s t ,  J .  A .  a n d  C r a i g i e  J .  S.  , e d s . )  C a m b r i d g e  

U n i v e r s i t y  P r e s s ,  C a m b r i d g e  p.  1 5 2 - 1 5 6  (1 978) .
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2 0 .  B l a c k W . A . P , ,  D e w a r  E . T , a n d  W o o d w a r d  F  . N ,

J . S c i. F  o o d  A g r i c . , J ,  1 2 2 - 1 2 9  (1 952) .

2 1 .  Q u a t r a n o  R , S , , B r a w  le  y S . H. a n d  H o g s e t t  W , E  , 

D e t e r m i n a n t s  of  s p a t i a l  o r g a n i s a t i o n .  ( S u b t e l n y . K o n i s b e r g .  , 

e d s . )  p .  7 7 - 9 5  A c a d e m i c  P r e s s  ( 1 979 ) .

2 2 .  M a d g w i c k  J . C . , a n d  R a l p h  B . J  . P r o c .  6 t h  In t .  S e a w e e d  

S y m p . ( M a g a l e f  R .  e d .  ) D i r e c c i d n  g e n e r a l  de  p e s c a  

m a r i t i m a ,  M a d r i d ,  p .  5 3 9 - 5 7 4  (1969 ) .

23 .  E a r  s e n  B , H a u g  A a n d  P a i n t e r  T .  L ,  A c t a  C h e m . S c a n d.  , 

Z0_, 2 1 9 - 2 3 0  (1966) .

2 4 .  B e r n a r d i  G.  , S p r i n g e r  G. F . J . B i o l .  C h e m . , 237 

7 5 - 8 0  (1962) .

2 5 .  Q u i l l e t  M .  B u l l .  L a b .  m a r i t i m e  de  D i n a r d , 4 5 , 6 3 - 6 8  

( 1959 ) .

2 6 .  J a b b a r  M i a n  A .  a n d  P e r c i v a l  E .  C a r b o h y d r .  R e s . , 26 , 

1 3 3 - 1 4 6  (1973)

2 7 .  O v o d o v Y . S .  K h o m e n k o  V . A . , a n d  G u s e v a  T . F  . K h i m .

P r i r .  S o e d i n .  , 9, 1 0 7 - 1 0 8  (1973) .

2 8 .  A b d e l - F a t t a h  A . F . , H u s s e i n  M M - D ,  a n d  S a l e m  H.  M . 

P h y t o c h e m .  , 1 2 .  1 9 9 5 - 1 9 9 8  (1973) .

29 .  A n n o  K .  , T e r a h a t a  H.  , Ha  g a s  h i  Y.^-nd S e n o  N.

A g r .  B i o l .  C h e m .  . 30 ,  4 9 5 - 4 9 9  (1966) .

3 0 .  P a v l e n k o  A . F .  a n d  O v o d o v  Y. S.  K h i m .  P r i r .  S o e d i n . , 6 9 7 -  

6 9 9 ,  (1974) .

3 1 .  V i l l a r r o e l  L .  H. a n d  Z a n l u n g o  A . B .  R e v .  L a t i n o a m e r  Q u i m .  

6 ,  1 2 7 - 1 3 0  (1975)' .

3 2 .  A b d e l - F a t t a h  A . F . , H u s s e i n  M M - D  a n d  F o u a d  S. T . 

P h y t o c h e m .  1 7 , 741 - 7 4 3  (1978) .

3 3 .  H u s s e i n  M M - D ,  F o u a d S . T .  a n d  A b d e l - F a t t a h  A . F .  

C a r b o h y d r .  R e s .  7 2 , 1 7 7 - 1 8 1  (197 9).

3 4 .  P e r c i v a l  E .  a n d  Y o u n g  M . ,  C a r b o h y d r .  R e s .  , 3 2 , 1 9 5 - 2 0 1 ,  

( 1 974 ) .
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3 5 .  F u j i k a w a  T .  , a n d  N a k a s h i m a  K.  J .  A g r i c .  C h e m .  S o c .

J a p a n , 49,  4 5 5 - 4 6 1  (1 975) .

36 .  F u j i k a w a  T .  , a n d  W a d a  M. A g r i c .  B i o l .  C h e m .  , 3 9,

1 10 9 -1  1 14, (1 975) .

37 .  Q u i l l e t  M . C o l l o q u e s  i n t e r n a t . d u  c e n t r e  N a t . d e  la  

r e c h e r c h e . 103 ,  145 -1  58,  (1 96 1 ).

38 .  O ' N e i l l  A . N .  J .  A m . C h e m . S o c . 76,  5 0 7 4 ( 1 9 5 4 ) .

39.  L a r s e n  B.  a n d  H a u g  A .  A c t a  C h e m .  S c a n d . , 1 7 , 1646 ,  

(1963 ) .

40 .  M e d c a l f  D. G. , S c h n e i d e r  T . L .  a n d  B a r n e t t  R . W . 

C a r b o h y d . R e s .  , 66 ,  1 6 7 - 1 7 1  (1978) .

41 .  J a b b a r  M i a n  A .  a n d  P e r c i v a l  E .  C a r b o h y d .  R e s . , 26 ,

1 4 7 - 1 6 1  (1973) .

42 .  C o n c h i e  J .  a n d  P e r c i v a l  E . G . V .  J .  C h e m .  S o c . , 8 2 7 - 8 3 2 ,  

(1950) .

4 3 .  C o t e  R .  H. J .  C h e m . S o c . , 2 2 4 8 - 2 2 5 4  (1959) .

4 4 .  P e r c i v a l  E .  C a r b o h y d r .  R e s . 1 7 , 121 - 1 2 6  (1971 ) .

45 .  A b d e l - F a t t a h  A. F . ,  H u s s e i n  M M - D .  , S a l e m  H. M . 

C a r b o h y d r .  R e s .  33 ,  1 9 - 2 4  (1974) .

4 6 .  A n n o  K.  , S e n o  N.  , a n d  O t a  M . P r o c .  In t .  6 t h  S e a w e e d  

S y m p . ( R . M a r g a l e f  e d .  ) D i r e c c i o n  g e n e r a l  d e  P e s c a  

M a r i t i m a ,  M a d r i d ,  p .  421 -426  (1969) .

4 7 .  P a v l e n k o  A . F . , B e l o g o r t s e v a  N.  I. , K a l i n o v s k i i  A . I. a n d  

O v o d o v  Y.  S.  K h i m .  P r i r .  S o e d i n .  5 7 3 - 5 7 7  (1 976) .

4 8 .  B i d w e l l  R.  O . S .  , P e r c i v a l  E . a n d  S m e s t a d  B .  C a n .  J .  B o t .  ,

1 9 1 - 1 9 7  (1972) .

4 9 . L e s t a n g  G. D. a n d  Q u i l l e t  M . P h y s i o l .  V e g . 1 2 , 1 9 9 - 2 2 7 ,

(1974) .

5 0 .  S c h w e i g e r  R . G.  J . O r  g. C h e m .  2 7 , 4 2 6 7 ,  (1962 ) .

51 .  S p r i n g e r  G . F . ,  W u r z e l H . A . ,  M c N e a l  G.  M .  J r . , 

A n s e l l N . J .  a n d  D o u g h t y  M .  F .  P r o c .  S o c ,  e x p .  B i o l .

M e d . 404  (1957) .

5 1 a .  F l o w e r s  H.  M. C h e m i s t r y  a n d  B i o c h e m i s t r y  of  D - a n d  L -

F u c o s e .  A d v .  in  C a r b o h y d r .  C h e m .  a n d  B i o c h e m .  Vol ._39,  

p . 2 7 9 - 3 4 5  (1981) .
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52.  S t a n f o r d  E .  C .  C.  C h e m .  N e w s . L o n d o n  9 6 , 2 5 4  (1883) .

53 .  S o u t h  G.  R ,  P r o c .  9 th  In t .  S e a w e e d  S y m p .  ( J e n s e n  A . ,

S t e i n  J a n e t  R .  e d s .  ) S c i e n c e  P r e s s ,  P r i n c e t o n ,

p.  1 3 3 - 1 4 2  (1978) .

54 .  D r u m m o n d  D. W. , H i r s t  E .  L .  a n d  P e r c i v a l  E .

C h e m .  I n d . , 1088 (1 958) .

55.  Hall g A,  , L a r s e n  B .  a n d  S m i d s  r o d  O, A c t a  C h e m . S c a n d . ,

2 0, 1 8 3 - 1 9 0  (1966) .

56 .  H a  a g A.  , L a r s e n  B.  a n d  S m i d s  r o d  O. A c t a  C h e m . S c a n d .  ,

21^, 691 - 7 0 4  (1967) .

57 .  S i m o n e s o n  C.  I. , P o p a  V .  I . ,  R u s a n  V . ,  a n d  L i g a  D.  C e l l u l o s e  

C h e m .  T e c h n o l .  1_0_, 5 8 7 - 5 9 4  (1976) .

58 .  M i n  K.  H. , S a s a k i  S. F .  , K a s h i w a b a r a  Y.  , U m e k a w a  M. 

a n d  N i s i z a w a  K.  J .  B i o c h e m .  (T o k y o )  8 1 , 5 5 5 - 5 6 2  (1 977) .

59 .  B o y d  J. a n d  T u r y e y  J  . R . C a r b o h y d r .  R e s .  ,6 6 , 1 87 - 1 94 

(1978) .

6 0 .  P e n m a n  A . a n d  S a n d e r s o n  G. R . C a r b o h y d r . R e s  . , 25,

2 7 3 - 2 8 2  (1972) .

6 1 .  G r a s d a l e n  H. , L a r s e n  B.  a n d  S m i d s r o d  O. C a r b o h y d r .  R e s . ,

6 8 ,  2 3 - 3 1  (1979) .

6 2 .  G r a s d a l e n  H. , L a r s e n  B .  a n d  S m i d s r o d  O.  P r o c .  9 th

In t .  S e a w e e d  S y m p .  ( J e n s e n  A ,  , S te  i n  J a n e t  R .  e d s .  )

S c i e n c e  P r e s s  P r i n c e t o n ,  p. 3 0 9 - 3 1 7  (1978) .

6 3 .  G r a s d a l e n  H. , L a r s e n  B.  a n d  S m i d s r o d  O. C a r b o h y d r .  R e s . ,

C i l ,  (1 977) .

6 4 . .  G r a s d a l e n  H, , L a r s e n  B .  a n d  S m i d s r o d  O. C a r b o h y d r .  R e s . , 

8 ^ ,  179,  (1981) .

6 5 .  M o r r i s  E . R . ,  R e e s D . A .  a n d  T h o r n  D. C a r b o h y d r .  R e s . ,

8 ^ ,  (1980) .

6 6 .  S i d d i q u i l . R .  C a r b o h y d r . R e s . , 6 7 ,  2 8 9 - 2 9 3 , ( 1 9 7 8 ) .

6 7 .  S i d d i q u i l . R .  C a r b o h y d r . R e s . , 63 ,  3 1 2 - 3 1 4 ,  (1978) .

6 8 .  R o s s  A .  G . ,  P e r c i v a l  E .  G.  V.  N a t u r e  ( L o n d o n )  1 6 2 , 8 95

( 1948) .
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6 9 .  P e r c i v a l  E , G, V , , a n d  R o s s  A . G.  J . C h e m .  S o c . , 895 ,

(1 949) .

70 .  S e a r l e s R . B .  B r .  P h y c o l .  J . U ,  361 -381  (1978) .

71 .  V a r g a s  C o b e n a  R . H .  B ol .  S o c .  Q u i m .  P e r u , 40 ,  1,

5 5 - 6 4  (1974) .

72.  S i l v a  F .  , E t c h e v e r r y  H a n d  Q u i l h o t  W. B o t a n i c a  M a r i n a  

8, 2 - 4 ;  2 4 4 - 2 5 1  (1965) .

73 .  L a n d s b e r g e r  W. , S c h w e n c k e  J .  , a n d  A b a r c a  F .

B o t a n i c a  M a r i n a ,  1 2 , 1 - 4 ;  2 1 8 - 2 2 7  {196 9).

3 5 2.  R E F E R E N C E S C H A P T E R  III R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n

1. H a u g  A . ,  L a r s e n  B .  a n d  B a a r d s e t h  E .  P r o c .  6 t h  In t  

S e a w e e d  S y m p . ( M a r g a l e f  R .  e d ,  ) 6 ,  4 4 3 - 4 5 1  ( 1969 ) .

2 . S t o c k t o n  B .  , E v a n s ,  L .  V . , M o r r i s  E . R . ,  P o w e l l  D .  A . ,  

a n d  R e e s  D.  A .  B o t a n i c .  M a r i n a  . XXII I ,  5 6 3 - 5 6 7  ( 1980 ) .

3 .  Q u a t r a n o ,  R .  S . J l o g g e t t  W. S.  a n d  R o b e r t s  M .  P r o c .

9 t h  In t .  S e a w e e d  S y m p . ( J e n s e n  A . ,  S t e i n  J a n e t  R .  e d s . )

9, 1 1 3 - 1 2 3  (1979) .

4 .  B l a c k  W . A . P .  , J .  M a r . B i o l .  A s s .  U . K .  3^ ,  49  (1954)

5.  W h i s t l e r  R .  L .  a n d  B e M i l l e r  J .  N.  A d v a n .  C a r b o h y d r .  C h e m  .

1 3 ,  2 8 9  (1958) .

6 .  G e l  C h r o m a t o g r a p h y .  A L a b o r a t o r y  M a n u a l ,  p u b l i s h e d

by  B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s ,  C a l i f o r n i a ,  U . S . A .  1 5 - 1 9  ( 1971 ) .

7.  P e r c i v a l  E .  a n d  M c D o w e l l  R . H .  C h e m i s t r y  a n d  E n z y m o l o g y  

of  M a r i n e  A l g a l  P o l y s a c c h a r i d e s .  A c a d e m i c  P r e s s  I n c .  

( L o n d o n )  L t d .  p .  117 (1967) .

8 .  L e w i s  B . A .  a n d  S m i t h  F .  J .  A m .  C h e m .  S o c .  79 3931 ( 1957 ) .

9. B j o r n d a l  H. , H e l l e r q u i s t  C . G.  , L i n d b e r g  B .  a n d  S v e n s s o n  S.  ,

A n g e w  C h e m .  I n t . E d .  E n g l .  %  6 1 0  (1970)

10 .  B a r r e t t  A .  J .  a n d  N o r t h c o t e  D. H.  , B i o c h e m .  J .  , 9 4 , 6 1 7  (1 965)

11.  J a r v i s  M. C .  , T h r e l f a l l  D.  R . a n d  F r i e n d  J .  P h y t o c h e m .  ,

] ± ,  8 4 9 - 5 2  (1977) .

12.  R a h m a n  M . A . ,  P h D  T h e s i s ,  U n i v e r s i t y  of L o n d o n  ( 1979 ) .
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13.  C a r l b e r g  G . E . ,  P e r c i v a l  E . a n d  R a h m a n  M . A .  , P h y t o c h e m ,  

1 7 ,  1 2 8 9 - 9 2  (1978) .

14.  M i a n  A . J , a n d  P e r c i v a l  E . , C a r b o h y d r . R e s  . , ^ 6  , 1 3 3  a n d  

147 (1973) .

15.  C a r l b e r g  G . E . ,  P h D  T h e s i s ,  U n i v e r s i t y  of L o n d o n  ( 1974 ) .

16.  Her-i  W . J . N e u k o m  H, a n d  D e u e l  H. H e l v .  C h i m .  A c t a , 44 ,

1939 (1961).

17.  L a u r e n t  T .  C .  , A r c h .  B i o c h e m .  B i o p h y s  . , 92, 2 2 4 ( 1 9 6 1 ) .

1 8 .  N e u k o m  H.  , D e u e l  H, H e r i  W . J . a n d  K u n d i g  W . H e l v .  C h i m .

A c t a , 43 ,  64  ( i 9 6 0 ) .

19.  P e r c i v a l  E  G . V . ,  Q u a r t .  R e v . , _3, 3 6 9 - 3 8 4  (1949)

20 .  H a u g  A.  a n d  L a r s e n  B. , A c t a  C h e m . S c a n d . , JL5, 1395 (1961 )

2 1. P e r c i v a l  E .  , a n d  W o ld  J .  K. J . C h e m .  S o c . , 5 4 5 9 -  5468  ( 1 9 6 3 ) .

2 2 .  G r a s d a l e n  H.  , L a r s e n  B,  a n d  S m i d s r o d  O, , C a r b o h y d r . R e s  . 

^ , 1 7 9 - 1 9 1  ( 1 9 8 1 ) .

23 .  H a u g  A . ,  L a r s e n  B. a n d  S m i d s r o d  O.  , C a r b o h y d r .  R e s  .

32,  2 1 7 - 2 2 5  (1974 ) .
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C H A P T E R  IV

S T R U C T U R A L  S T U D I E S O F  T H E  " F U C A N " E X T R A C T E D  W I T H  
H O T  A Q U E OUS,  2% CaCl.^ ,  F R O M  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  B R O W N  
S E A W E E D .

4 . 1 .  E X P E R I M E N T A L

E x p e r i m e n t  4 .  1

" F u c a n "  (1 g.  ), w a s  p a r t i a l l y  h y d r o l y s e d ' w i t h  0 . 2 5  M 

o x a l i c  a c i d ,  40 m l  100 C,  3 h o u r s ,  d i a l y s e d  a n d  n e u t r a l i s e d  

[ C M  2. 8 . 15 ]. Y i e l d s  of f r a g m e n t s  a n d  p o l y m e r i c ,  s o l u b l e  

a n d  i n s o l u b l e , r e s i d u e s  i n s i d e  d i a l y s i s  s a c  a r e  s h o w n  in  

f lo w  c h a r t  V .  p 14.8 .

E x p e r i m e n t  4 .  2

" F u c a n "  (1 g. ), w a s  p a r t i a l l y  h y d r o l y s e d  w i t h  0. 125 M 

o x a l i c  a c i d ,  40 m l ,  lOO^C, 3 h o u r s .  U n d e r  n e a r l y  the  s a m e  

p r o c e d u r e  a s  a b o v e  [ C M  2 . 8 . 1 5  ], b u t  w i t h  s o m e  m o d i f i c a t i o n  

in  th e  w a y  of  n e u t r a l i s a t i o n .  I n s t e a d  of  u s i n g  C a C O ^ ,  the  

f r a g m e n t s  w e r e  s h a k e n  w i t h  I R - 1 2 0  ( H ) ^ r e s i n  a n d  t h e n  t r e a t e d  

w i t h  a m m o n i a  s o l u t i o n  u n t i l  n e u t r a l i t y .  Y i e l d s  a r e  s h o w n  in  

b r a c k e t s  in  f lo w  c h a r t  V ,  p .  I 4 6 .

E x p e r i m e n t  4 .  3

" F u c a n "  (1 g.  ), w a s  p a r t i a l l y  h y d r o l y s e d  w i t h  M t r i f l u o r o - 

a c e t i c  a c i d ,  1 h o u r  a t  7 0 ° C . O n c e  c o o l , i t  w a s  d i a l y s e d  

(4 X 300  m l ) .  D i a l y s a t e s  were  c o n c e n t r a t e d  a n d  n e u t r a l i s e d  

w i t h  I R - 4 5  (OH) r e s i n .

E x p e r i m e n t  4 .  4 .

T h e  h y d r o l y s a t e s  o b t a i n e d  in  E x p .  4 .  1, 4 . 2  a n d  4 .  3 w e r e  

a n a l y s e d  by  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  s o l v e n t s  [ C M  2 . 4 .  1. 1,

2 .  4 .  1. 2 , 2 .  4 . d  . 3, .2. 4*1 .  4 a n d  2. 4 . 1.-5] a n d  l o c a t i n g  r e a g e n t  

[C M  2 . 5 . 2 ] .  T h e  m o b i l i t i e s  of  the  o l i g o s a c c h a r i d e s  o b t a i n e d  

f r o m  th e  o x a l i c  a c i d  h y d r o l y s e s  w e r e  i d e n t i c a l .  T h e s e  

m o b i l i t i e s  in  the  d i f f e r e n t  s o l v e n t s  a r e  g i v e n  in  T a b l e  4.  l , p .  147.
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E x p e r i m e n t  4.  5

T h e  s e p a r a t i o n  o f  the  d e r i v e d  o l i g o s a c c h a r i d e s  

w a s  a t t e m p t e d  by  H P L C  c h r o m a t o g r a p h y  ( W a t e r s  A L C  2 02 ) ,  

c o l u m n  L i c h r o s p h e r e  Si  100 ( M e r c k )  60  x  0 . 2  c m ;  s o l v e n t  

u s e d  40% w a t e r  in  a c e t o n i t r i l e  w i t h  a  f low  p r e s s u r e  of 

7 0 0 - 8 0 0  p s i  a n d  a  c h a r t  s p e e d  of 10 m m / h o u r .  R e s u l t s  

w e r e  c o m p a r e d  w i t h  a  s t a n d a r d  p a r t i a l  h y d r o l y s a t e  of 

s t a r  ch .

E x p e r i m e n t  4 .  6

A l a r g e  s c a l e  p a r t i a l  h y d r o l y s i s  of  a  f r e e z e  - d r i e d  

s a m p l e  of  " f u c a n "  , ( 8 g., c a .  4.  8 of c a r b o h y d r a t e )  w a s  

c a r r i e d  o u t  w i t h  0 . 2 5  M o x a l i c  a c i d  f o r  3 h o u r s  a t  1 0 0 ° C  

[ G M  2 . 8 . 1 5  ]. B y  t h i s  t i m e  t h e r e  w a s  s t i l l  s o m e  i n s o l u b l e  

m a t e r i a l .

T h e  h y d r o l y s a t e  ( i n c l u d i n g  the  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  

a l r e a d y  m e n t i o n e d )  w a s  d i a l y s e d  a g a i n s t  d e i o n i s e d  w a t e r  

(10 X 500 m l )  a n d  t h e n  the  c o m b i n e d  d i a l y s a t e s  c o n c e n t r a t e d  

d o w n  to 500  m l  a n d  n e u t r a l i s e d  w i t h  s o l i d  C a C O ^ .  A f t e r  

f i l t r a t i o n ,  th e  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  w a s  e s t i m a t e d  

[G M  2 . 7 . 1  ] a s  3.  0 g.

T h e  n o n - d i a l y s a b l e  m a t e r i a l s  ( r e m a i n i n g  i n s i d e  t h e  

d i a l y s i s  s a c ) ,  c o n s i s t i n g  of p o l y m e r i c  s o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  

r e s i d u e s ,  w e r e  c e n t r i f u g e d ,  f r e e z e  - d r i e d  a n d  w e i g h e d ,  1 . 2  g.  

a n d  1 . 6 3  g. w e r e  f o u n d  r e s p e c t i v e l y .  P r o c e d u r e  a n d  

y i e l d s  a r e  s h o w n  in  f lo w  c h a r t  V I .  p. 149.

4 . 1 . 1 .  I n v e s t i g a t i o n  of  th e  d i a l y s a t e  f r a gm e n t s  a n d  s o l u b l e  a n d  

i n s o l u b l e  p o l y m e r i c  r e s i d u e s  f r o m  l a r g e  s c a l e  p a r t i a l  

h y d r o l y s a t e .

E x p e r i m e n t  4 .  7

D i a l y s a t e  f r a g m e n t s  w e r e  a n a l y s e d  f o r  c a r b o h y d r a t e  

[GM  2 . 7 . 1  ] 3.  0 g. ( b a s e d  on  c a r b o h y d r a t e  ) a n d  s e p a r a t e d  

i n t o  a c i d i c  a n d  n e u t r a l  f r a c t i o n s  o n  a  c o l u m n  [ 41 x  3 c m ]  

c o n t a i n i n g  Z e r o l i t  F F I P  SKA 6 9 a n i o n  e x c h a n g e  r e s i n .
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T h e  n e u t r a l  s u g a r s ,  m o n o s a c c h a r i d e s  a n d  o l i g o s a c c h a r i d e s  

t o g e t h e r ,  w e r e  e l u t e d  w i t h  d e i o n i s e d  w a t e r  a n d  t h e  a c i d i c  

o l i g o s a c c h a r i d e s  w i t h  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n  of  f o r m i c  

a c i d .  T h e  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  of  b o t h  f r a c t i o n s  w a s  

d e t e r m i n e d  ( n e u t r a l  1. 8 g a n d  a c i d i c  0 . 6 3  g) i . e .  8 1% 

r e c o v e r y .  S e e  f l o w  c h a r t  VI T h e  n e u t r a l  f r a c t i o n  w a s  

c o n c e n t r a t e d  ( c a .  20 m l ) .  A f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  f o r m i c  a c i d  

b y  r e p e a t e d  d i s t i l l a t i o n s  w i t h  m e t h a n o l  t h e  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e  

f r a c t i o n s  ( 0.  5 ^  a n d  2 f o r m i c  a c i d )  w e r e  a l s o  c o n c e n t r a t e d  

s e p a r a t e l y .

4. 1 . 1 . 1 .  C h a r a c t e r i s a t i o n  of  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s . 

E x p e r i m e n t  4. 8

T h e  s e p a r a t i o n  of  t h e  n e u t r a l  f r a c t i o n  i n t o  m o n o ,  

d i ,  t r i ,  t e t r a ,  e t c . s a c c h a r i d e s  w a s  a t t e m p t e d  on  a  B i o - G e l  

P - 2  r e s i n ,  400 m e s h  c o l u m n  ( 90 x  1 . 7  c m )  b y  e l u t i o n  w i t h  

0.  1 ^  N a C  1. F l o w  r a t e  10 d r o p s  / m i n  a n d  c o l l e c t i o n  o f  2.  5 m l  

f r a c t i o n s  w h i c h  w e r e  e s t i m a t e d  f o r  c a r b o h y d r a t e  [ G M  2 . 7 . 1  ] . 

E x p e r i m e n t  4 .  9

S i n c e  t h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t  w a s  u n s u c c e s s f u l ,  

t h e  s e p a r a t i o n  o f  m o n o s a c c h a r i d e s  f r o m  o l i g o s a c c h a r i d e s  w a s  

c a r r i e d  ou t  on tw o  s h e e t s  of N o .  17 W h a t m a n  c h r o m a t o g r a p h y  

p a p e r  w i t h  s o l v e n t  6 : 4 :3  = n B a O H : P y i H ^ O  [ G M  2 . 4 .  1 . 1 ] 

r u n n i n g  f o r  22 h o u r s .  ' B y  t h i s  m e a n s  6 n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s  

w e r e  a l s o  s e p a r a t e d .

T h e  a p p r o p r i a t e  a r e a s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  i n d i v i d u a l  

n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s  w e r e  e l u t e d  w i t h  w a t e r  f r o m  t h e  p a p e r  

s t r i p s ,  f i l t e r e d  t h r o u g h  m i l l i p o r e  f i l t e r  (O. 45  p. ) a n d  

a n a l y s e d  f o r  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  [ G M  2 . 7 . 1  ] . W e i g h t s  of  

t h e s e  6 n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s ,  c a l c u l a t e d  o n  c a r b o 

h y d r a t e  c o n t e n t  a s  g a l a c t o s e  c a n  b e  s e e n  i n  T a b l e  4 . 2 . p  152 

T h e  s e p a r a t e d  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s  w e r e  

a n a l y s e d  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  i n  s o l v e n t s  6 : 4 :3  = 

n - B u O H : P y : H ^ O  ; 18 :3 :1 :4  = E t O A c :A c O H : H C O O H : H ^ O  a n d
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^ 0 : 1 1 : 1 9  = n B u O H : E t O H : H ^ O  [ G M  2 . 4 .  1. 1; 2 . 4 .  1 . 2 .  a n d

2 . 4 .  1 . 3j . S i n g l e  s p o t s  w e r e  p r o d u c e d  f o r  e a c h  o l i g o 

s a c c h a r i d e ,  l o c a t i n g  r e a g e n t  [ G M  2 . 5 . 2  ] ,  w i t h  m o b i l i t i e s  

0. 04;  0. 09;  0 . 1 2 ;  0 . 2 7 ;  0. 40 a n d  0. 76 i n  s o l v e n t  

1 8 : 3 : 1 : 4  = E tO A c i A c O H : H C O O H :  w a t e r  [ G M  2 . 4 .  1 . 2 . ] ,

^ G l c "  0 - 0 4 ;  0 . 1 0 ;  0 . 1 8 ;  0 . 2 4 ;  0 . 4 3  a n d  0 . 7 7  i n  s o l v e n t  

6 : : 3 =nBuOH: Py:H^O [ G M  2 . 4 .  1. 1 Se e  p h o t o g r a p h  i n

F i g u r e  4. I p . 151 a n d  0. 05;  0. 10; 0. 15; 0. 29;

0 . 4 2  a n d  0 . 8 2  i n  s o l v e n t  4 0 : 1 1 : 1 9  = nBuOH:EtOH: H^.O 

[ G M  2 . 4 . 1  . 3  ] .  S e e  T a b l e  4 . 2 .  p. 152.

E x p e r i m e n t  4.  10

T h e  s p e c i f i c  r o t a t i o n  [ G M  2 . 1 . 4 ] ,  T a b l e  4 . 3  

a n d  t h e  d e g r e e  of  p o l y m e r i z a t i o n  [ G M  2. 7. 5] w e r e  

d e t e r m i n e d  f o r  e a c h  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e .  T h e  

a b s o r b a n c e  of  n o n  r e d u c e d  a n d  r e d u c e d  s u g a r s  w a s  

c o m p a r e d  a g a i n s t  a  s t a n d a r d  g a l a c t o s e  g r a p h .  T h e  

a p p r o x i m a t e  s i z e  c o r r e s p o n d i n g  to  e a c h  n e u t r a l  o l i g o 

s a c c h a r i d e  c a n  b e  s e e n  i n  T a b l e  4 .  3. p. 152.

E x p e r i m e n t  4 . 1 1

A p o r t i o n  of e a c h  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e  w a s

h y d r o l y s e d  w i t h  M H  SO [ G M  2 . 3 . 2 ]  a n d  h a l f  of  t h e  
— 2 4

h y d r o l y s a t e s  a n a l y s e d  f o r  s u g a r s  o n  p a p e r  c h r o m a t o g r a m s ,  

s o l v e n t s  6 : 4 :3  =nBuOH:Py:H^O a ï id  10 :3 ’: 1:4 — E t O A c . A p ü H .  

H C O O H : H  O [ G M  2 . 4 .  1. 1 a n d  2. 4. 1 . 2 ] z 4  h o u r s  a n d  18 h o u r s  

r u n n i n g  r e s p e c t i v e l y .  T h e  h y d r o l y s a t e  of  e a c h  o l i g o 

s a c c h a r i d e  g a v e  a  s i n g l e  s p o t  w i t h  R ^ ^ ^ =  0 . 8 6  a n d  0 . 8 8  

f o r  t h e  r e s p e c t i v e  s o l v e n t  w h i c h  w a s  i d e n t i c a l  w i t h  t h e  

m o b i l i t y  of  g a l a c t o s e  r u n  o n  t h e  s a m e  p a p e r s ;  a n i l i n e  

o x a l a t e  [ G M  2 . 5 . 2 . ]  u s e d  a s  l o c a t i n g  r e a g e n t ,  b u t  w i t h  

s i l v e r n i t r a t e  a s  l o c a t i n g  r e a g e n t  [ G M  2. 5. 1 ] t r a c e s  of  

o t h e r  s u g a r s  w e r e  fo u n d .

T h e  r e s t  of  t h e  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e  

h y d r o l y s a t e s  w e r e  r e d u c e d  s e p a r a t e l y  [ G M  2 . 8 . 4 ] ,  

c o n v e r t e d  i n t o  t h e  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  [ G M  2 . 8 .  5]
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a n d  a n a l y s e d  on  g. 1. c . [ G M  2 . 6 . 1  a n d  2 . 6 . 2 ] .  A  p e a k  

c o r r e s p o n d i n g  to  g a l a c t o s e  w a s  g i v e n  b y  e a c h  h y d r o l y s a t e .  

E x p e r i m e n t  4 .  12

E a c h  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e  ( c a .  2 m g )  w a s  

m e t h y l a t e d  f o l l o w i n g  t h e  B i s h o p  a n d  P e r i l a  m o d i f i c a t i o n  

of  t h e  K u h n  m é t h y l a t i o n  m e t h o d  [ G M  2 . 8 .  ?] . S a m p l e s  

w e r e  s h a k e n  w i t h  m e t h y l  i o d i d e  (O. 2 m l) ,  N - N  d i m e t h y l  

f o r m  a m i d e  ( 0. 2 m l )  a n d  d r y  s i l v e r  o x i d e  ( 0 , 2  m l  ) a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  18 h o u r s  i n  d a r k n e s s ;  t h e n  

t h e  m i x t u r e  w a s  f i l t e r e d  a n d  t h e  r e s i d u e  w a s h e d  w i t h  d r y  

c h l o r o f o r m .  T h e  c o m b i n e d  f i l t r a t e  a n d  w a s h i n g s  w e r e  

d r i e d .  T h e  m e t h y l a t e d  o l i g o s a c c h a r i d e s  w e r e  o b t a i n e d  

a f t e r  e v a p o r a t i o n  to  d r y n e s s  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m e t h y l a t e d  s a m p l e s  w e r e  t h e n  

h y d r o l y s e d  [ G M  2. 3. l ]  r e d u c e d  [ G M  2 . 8 . 4 ]  a n d  c o n v e r t e d  

i n t o  t h e  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  [ G M  2 . 8 .  s] to  b e  

a n a l y s e d  o n  g.  1. c .  [ G M  2 . 6 . 1  a n d  2 . 6 . 2 ]  a n d  g. 1. c .  - m .  s .  

[ G M  2 . 6 . 3 ]  .

E x p e r i m e n t  4. 13

N e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s  1, 2 a n d  3 (R^^^= 0. 04;  

0.  09 a n d  0. 12 r e s p e c t i v e l y ,  T a b l e  4 .  2) w e r e  t r e a t e d  

s e p a r a t e l y  w i t h  b o t h  a  a n d  P - g a l a c t o s i d a s e  [ G M  2 . 8 .  12] 

t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e y  h a v e  a - o r  p - l i n k a g e s  o r  a t  l e a s t  

w h i c h  i s  p r e d o m i n a n t .  S u b s t r a t e s ,  i n c l u d i n g  t h e  n e u t r a l  

o l i g o s a c c h a r i d e s  a l r e a d y  n a m e d  a n d  s t a n d a r d  m e l i b i o s e  

a n d  l a c t o s e  s a m p l e s ,  w e r e  m i x e d  w i t h  a  a n d  P e n z y m e s ,  

i n c u b a t e d  a t  3 0 ° C  f o r  30 m i n u t e s  t o  a l l o w  r e a c t i o n  a n d  

t h e n  h e a v i l y  a p p l i e d  ( l  m g / m l )  to  p l a s t i c  b a c k e d  F  1500 

s i l i c a  g e l  t h i n  l a y e r  p l a t e s .  U p w a r d  d e v e l o p m e n t  w a s  

p e r f o r m e d  u s i n g  s o l v e n t  6 : 3 :1 : 1  = E t h y l  A c e t a t e : P y r i d i n e :  

A c e t i c  A c i d :  W a t e r  a n d  l o c a t i n g  r e a g e n t  4 - a m i n o - b e n z o i c  

a c i d  ( P A B A ) . T h e  c o l o u r  r e a c t i o n  w a s  i n d u c e d  b y  h e a t i n g  

t h e  p l a t e s  i n  a  h o t  a i r  o v e n  ( 1 1 0 - 1 1  5 °C)  f o r  3 m i n u t e s .
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R e s u l t s  c a n  b e  s e e n  i n  F i g u r e s  4. 3 a n d  4 .4  p .  156 a n d  157

r e s p e c t i v e l y .

E x p e r i m e n t  4 .  1 4

N e u t r a l  p e n t a s a c c h a r i d e  2 a n d  t e t r a s a c c h a r i d e  3

( s e e  T a b l e  4. 3) w e r e  a n a l y s e d  b y  n . m .  r .  i n  a  400  M H z

a p p a r a t u s  a t  3 4 3 ° K  w i t h  T S P  a s  e x t e r n a l  r e f e r e n c e  a n d  a t

2 9 6 ° K  w i t h  H D O  r e f e r e n c e .

E x p e r i m e n t  4 . 1 5

M o l e c u l a r  w e i g h t  of  t h e  h e p t a s a c c h a r i d e  1 w a s

e s t i m a t e d  t h r o u g h  a  S e p h a r o s e  4B c o l u m n  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e

o u t l i n e d  i n  E x p e r i m e n t  3. 13, C h a p t e r  I II .  S e e F i g u r e  4. 2 p. 154.

4 .  1. 1 . 2 .  C h a r a c t e r i s a t i o n  of  t h e  A c i d i c  O l i g o s a c c h a r i d e s .

E x p e r i m e n t  4 .  16

F r a c t i o n s  of  0. 5M. I M  a n d  2M  f o r m i c  a c i d

s o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  w e r e  c o l l e c t e d

s e p a r a t e l y  f r o m  t h e  Z e r o l i t  F F I P ,  S R A 6 9  a n i o n  e x c h a n g e

r e s i n  c o l u m n  ( s e e  E x p e r i m e n t  4.  7) a n d  e s t i m a t e d  f o r

c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  [ G M  2 . 7 . 1  ] . A  t o t a l  o f  6 30  m g

c a r b o h y d r a t e  w a s  c o l l e c t e d .  S e e  f l o w  c h a r t  VI p. 149

E x p e r i m e n t  4 . 1 7

l o n o p h o r e s i s  a t  pH  6. 8 a n d  10 [ G M  2. 4.  2 .  2.

a n d  2. 4.  2. 3. ] w e r e  c a r r i e d  ou t  f o r  e a c h  of  t h e  a b o v e

f r a c t i o n s .  At  pH 10 o n l y  a  lo n g  b a n d  f o r  e a c h  f r a c t i o n  w a s

p r o d u c e d  a n d  a t  pH  6. 8 t h r e e  s p o t s  w i t h  m o b i l i t i e s

M  = 0 . 4 ;  0 . 7  a n d  0. 9 w e r e  f o u n d  f o r  e a c h  f r a c t i o n .
G l c . A.

E x p e r i m e n t  4. 18

E a c h  o f  t h e  a b o v e  a c i d i c  f r a c t i o n s  w a s  a n a l y s e d  

b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  in  s o l v e n t s  6 : 4 : 3  = n B u 0 H : P y : H 2 0  

[ G M  2. 4 . r .  1 ! r u n n i n g  29 h o u r s  ; 1 8 : 3 : 1 : 4 =  E t O A c  :A c O H :

H C O O H : H ^ O  [ G M  2 . 4 .  1 . 2 . ]  26 h o u r s  r u n n i n g ;  4 0 : 1 1 : 1 9  = 

n - B u C H : E t O H : H O [  GM  2. 4. 1. 3] 3 x  24  h o u r s  r u n n i n g ,  d r i e d  a n d  

p u t  to r u n  a g a i n ,  a n d  f i n a l l y  s o l v e n t  : ' • 5 0 : 1 2 : 2 5  = n - B u O H : A c O H  

; H ^ O  [ GM  2 . 4 . 15] 3 X 50 h o u r s  r u n n i n g ,  t a k e n  a n d  d r i e d  

b e t w e e n  e a c h  r u n .  T h e  b e s t  s e p a r a t i o n  w a s  f o u n d  f o r  t h e
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0, 5 f o r m i c  a c i d  f r a c t i o n  in  s o l v e n t  1 8 : 3 : 1 : 4  =

E t O A c .  : A c O H  : H C O O H  : H ^ O  w i t h  d i s t i n c t  s p o t s  w h o s e  

m o b i l i t i e s  w e r e  ^  = 0 .  05;  0. 1 9 ; 0. 35;  0. 52;  0. 30

a n d  1 . 0 1 .  T h e  s p o t  w i t h  0. 80 m o b i l i t y  w a s  the  l a r g e s t ,  

f a i r l y  e l o n g a t e d  a n d  p r o b a b l y  c o n t a i n e d  m o r e  t h a n  a  s i n g l e  

o l i g o s a c c h a r i d e .

E x p e r i m e n t  4 . 1 9

A n  a l i q u o t  (0. 1 of  the  v o l u m e  ; c a ,  14 m g  c a r b o 

h y d r a t e )  of the  0. 5 M f o r m i c  a c i d  w a s  s p o t t e d  on  a  s t r i p  of  

3 M M  p a p e r  c h r o m a t o g r a m  ( 6 c m  w i d t h )  to  d e t e r m i n e  w h e t h e r  

t h e s e  6 o l i g o s a c c h a r i d e s  c o u l d  be s e p a r a t e d  p r e p a r a t i v e l y .

T h e  p a p e r  w a s  d e v e l o p e d  f o r  2 x  20 h o u r s  ( t a k e n  a n d  d r i e d )  

i n  s o l v e n t  1 8 : 3 : 1 : 4  =  E t O A c  ; A c O H  : H C O O H  : H ^ O  

[GM  2 . 4 . 1 . 2  ]. S e e  F i g u r e  4. 7 p • 163.

A c c o r d i n g l y  the r e m a i n d e r  ( c a .  130 m g  c a r b o h y d r a t e )  

of  th e  0 . 5  ^  f o r m i c  a c i d  e l u a n t  f r o m  th e  Z e r o l i t  F F I P  S R A  69 

c o l u m n  ( s e e  E x p e r i m e n t  4 . 7 )  w a s  s e p a r a t e d  o n  tw o  s h e e t s  of  

3 M M  p a p e r  c h r o m a t o g r a m s .  T h e  p a p e r s  w e r e  d e v e l o p e d  

2 X 20 h o u r s ,  a s  a b o v e  in  s o l v e n t  1 8 : 3 : 1 : 4 =  E t Q A c .  : A c O H :  

H C O O H :  H ^ O .  E i g h t  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  w i t h  th e  m o b i l i t i e s

o f  R^^  =  0 . 0 3 ;  0 . 1 8 ;  0 . 2 7 ;  0 . 3 7 ;  0 . 5 4 ;  0 . 6 7 ;  0 . 8 4  a n d  1. 0
G l c

w e r e  s e p a r a t e d .  T h e  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  of e a c h  w a s  

d e t e r m i n e d .  S e e  T a b l e  4 . 6  p . 162.

E x p e r i m e n t  4 .  20

T h e  c h r o m a t o g r a p h i c  p u r i t y  of e a c h  of  t h e  a b o v e  

s e p a r a t e d  o l i g o s a c c h a r i d e s  w a s  t e s t e d  o n  a  p a p e r  c h r o m 

a t o g r a m ,  d e v e l o p e d  f o r  2 x  20  h o u r s ,  i n  s o l v e n t  1 8 : 3 : 1 : 4  =  

E t O A c  : A c O H : H C O O H : H ^ O  a n d  l o c a t e d  w i t h  a n i l i n e  o x a l a t e  

r e a g e n t .  [GM  2 . 5 . 2 ] .  E a c h  g a v e  a  s i n g l e  s p o t  w i t h  the  

a p p r o p r i a t e  m o b i l i t y .

E x p e r i m e n t  4 . 2 1

T h e  s p e c i f i c  r o t a t i o n  [GM 2 . 1 . 4 . ]  a n d  d e g r e e  of 

p o l y m e r i z a t i o n  [GM 2. 7. 5] w e r e  e s t i m a t e d  f o r  e a c h  a c i d i c
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o l i g o s a c c h a r i d e .  R e s u l t s  f o r  s p e c i f i c  r o t a t i o n s  c a n  be  

s e e n  in  T a b l e  4 . 6 .  p .  i 6 2 .

E x p e r i m e n t  4 .  22

A c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  2,  3, 7 a n d  8 ( R ^ ^  =  0. 18;

0 . 2 7 ;  0. 84;  a n d  1. 00 r e s p e c t i v e l y )  w e r e  e s t e r i f i e d  

s e p a r a t e l y  w i t h  M e O H / H C l  m e t h o d  [GM  2. 8 .  3 . 1  ] a n d  

r e d u c e d  w i t h  N a B H ^ .  B o t h  p r o c e d u r e s  w e r e  r e p e a t e d .

T h e  d e r i v e d  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s  w e r e  h y d r o l y s e d  w i t h  

M H ^ S O ^  [GM 2. 3. 2 ]. H a l f  of  t h e s e  f o u r  h y d r o l y s a t e s  w e r e  

a g a i n  r e d u c e d  w i t h  N a B H ^  [GM  2 . 8 . 4  ] a n d  c o n v e r t e d  i n to  

t h e  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e  [GM  2 . 8 . 5 ]  a n d  a n a l y s e d  on  

g.  1. c .  [GM  2 . 6 . 1  a n d  2 . 6 . 2 ] .  T h e  r e l a t i v e  m o l a r  

p r o p o r t i o n s  o f  th e  c o n s t i t u e n t s  s u g a r s  of  the  f o u r  o l i g o 

s a c c h a r i d e s  c a l c u l a t e d  f r o m  p e a k  a r e a s  a r e  s h o w n  in  

T a b l e  4 . 7  p .  164.

T h e  o t h e r  h a l f  of  the  f o u r  h y d r o l y s a t e s  w e r e  

a n a l y s e d  f o r  t h e i r  c o n s t i t u e n t  s u g a r s  by  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  

s o l v e n t  [GM  2.  4 .  1 . 1 . ]  a n d  s p e c i f i c a l l y  f o r  g l u c o s e  w i t h  

g l u c o s e  o x i d a s e  r e a g e n t  [G M  2 . 5 . 3 ]  to  d e t e r m i n e  

t h a t  th e  g l u c u r o n i c  a c i d  h a d  b e e n  r e d u c e d .

E x p e r i m e n t  4 .  23

A c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  1 , 4 , 5  a n d  6 ( R ^ ^ ^ =  0. 03;

0. 37;  0. 54 a n d  0. 67 r e s p e c t i v e l y .  S e e  E x p e r i m e n t  4 . 1 9 )  

w e r e  e s t e r i f i e d  s e p a r a t e l y  w i t h  d i a z o n m e t h a n e  [GM  2 . 8 . 6 .  1 

a n d  2 .  8.  6 .  2] ; c a .  15 m g  c a r b o h y d r a t e  s o l u t i o n  of  e a c h  

s a m p l e  w e r e  e v a p o r a t e d  to d r y n e s s .  A s o l u t i o n  of  d i a z o -  • 

m e t h a n e  ( c o n t a i n i n g  n o t  l e s s  t h a n  5 m g )  i n  d i c h l o r o m e t h a n e  

w a s  a d d e d .  A f t e r  s t a n d i n g  f o r  6 h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

s a m p l e s  w e r e  e v a p o r a t e d  d o w n  to  r e m o v e  th e  s o l v e n t  a n d  

e x c e s s  of  d i a z o m e t h a n e . T h e n  r e d u c e d  w i t h  N a B H ^  [G M  2.  8 .  4] 

B o t h  p r o c e d u r e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  t h r e e  t i m e s .
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H a l f  of e a c h  of t h e  d e r i v e d  fou r  n e u t r a l  o l i g o 

s a c c h a r i d e s  w e r e  h y d r o l y s e d  w i t h  M H ^ S O ^  [GM  2 . 3 . 2 ]  a n d  

a  p o r t i o n  of  e a c h  of the  h y d r o l y s a t e s  a n a l y s e d  f o r  s u g a r s  

by  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y ,  s o l v e n t s  6 : 4 : 3  =  n - B a O H : P y : H ^ O  a n d  

1 8 : 3 : 1 : 4  =  E tO A c .  :A c O H :H C O O H :  H ^ O  [G M  2. 4 .  1. 1. a n d

2 . 4 .  1 . 2 ]  a n d  s t a i n i n g  r e a g e n t s  a n i l i n e  o x a l a t e  [G M  2 . 5 . 2 ]  

a n d  g l u c o s e  o x i d a s e  [GM 2 . 5 . 3 ] .  T h e  l a t t e r  s p e c i f i c a l l y  

f o r  g l u c o s e  d e r i v e d  f r o m  the  r e d u c e d  g l u c u r o n i c  a c i d .

T h e  r e s t  of  the  h y d r o l y s a t e s  w e r e  t h e n  r e d u c e d  

[ G M  2 . 8 . 4 ]  c o n v e r t e d  i n to  th e  a l d i t o l  a c e t a t e s  [GM  2 . 8 . 5 ]  

a n d  a n a l y s e d  on  g. 1. c .  [GM 2 . 6 . 1 .  a n d  2 . 6 . 2 . ]  S e e  T a b l e  4 .  7 

f o r  m o l a r  p r o p o r t i o n  of  c o n s t i t u e n t s  c a l c u l a t e d  f r o m  p e a k  

a r e a s .

E x p e r i m e n t  4 . 2 4

T h e  o t h e r  h a l f  of the  a b o v e  f o u r  n e u t r a l  o l i g o 

s a c c h a r i d e s  w e r e  m e t h y l a t e d  f o l l o w i n g  the  B i s h o p  a n d  P e r i l a  

m o d i f i c a t i o n  of the  K u h n  m e t h o d  [GM  2.  8 .  7 J a s  d e s c r i b e d  

f o r  the  o r i g i n a l  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s  ( s e e  E x p e r i m e n t

4 .  12);  t h e n  h y d r o l y s e d  w i t h  M H ^ S O ^  [GM  2.  3 .  2] , r e d u c e d  

to  the  p o l y a l c o h o l s  [GM  2 . 8 . 4 ]  a n d  c o n v e r t e d  i n to  the  

m e t h y l a t e d  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  [GM  2 . 8 . 5 ]  a n d  

a n a l y s e d  o n  g. 1. c .  [GM 2 . 6 . 1  a n d  2 . 6 . 2 ]  a n d  g. 1. c .  - m .  s .

[GM  2 . 6 . 3 ] .

E x p e r i m e n t  4 .  25

T w o  s t a n d a r d  s a m p l e s ,  o n e  a  m i x t u r e  of  g l u c u 

r o n i c  a c i d  a n d  x y l o s e  (1:1)  a n d  th e  o t h e r  g l u c u r o n i c  a c i d  

o n l y ,  w e r e  s e p a r a t e l y  e s t e r i f i e d  w i t h  M e O H /  H C l  [G M  2. 8 .  3; 1] 

a n d  r e d u c e d  w i t h  N a B H ^  [GM 2. 8.  4] .  B o t h  p r o c e d u r e s  w e r e  

r e p e a t e d ,  t h e n  the  d e r i v e d  m a t e r i a l s  w e r e  h y d r o l y s e d  w i t h  

M H ^ S O ^  [GM  2. 3 . 2 ] .

H a l f  of  the  h y d r o l y s a t e s  w e r e  a n a l y s e d  f o r  s u g a r s  

o n  p a p e r  c h r o m a t o g r a m ,  s o l v e n t s  [GM  2 . 4 .  1 . 1 .  a n d

2 . 4 .  1 . 2 ] ,  l o c a t i n g  r e a g e n t s  [GM 2 . 5 . 1  a n d  2 . 5 . 2 ]  a n d  

p a r t i c u l a r l y  w i t h  g l u c o s e  o x i d a s e  r e a g e n t  [GM  2 . 5 . 3 ]  to
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e s t i m a t e  to  w h a t  e x t e n t  h a d  g l u c u r o n i c  a c i d  b e e n  c o n v e r t e d  

i n to  g l u c o s e .

H a l f  of  t h e  m i x t u r e  h y d r o l y s a t e  w a s  r e d u c e d  

[GM  2 . 8 . 4 ]  a n d  c o n v e r t e d  to  t h e  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e  

[GM  2 . 8 . 5 ]  to  be a n a l y s e d  o n g . l . c .  [GM  2 . 6 . 1  a n d  2 . 6 .  2] .

A r e l a t i v e  m o l a r  p r o p o r t i o n  of g l u c u r o n i c  a c i d : x y l o s e  =

1 ;2 w a s  f o u n d .

E x p e r i m e n t  4 .  26

In  o r d e r  to c h e c k  th e  l o s s  of  s o m e  g l u c u r o n i c  

a c i d  a f t e r  e s t é r i f i c a t i o n  a n d  r e d u c t i o n ,  7 . 8  m g  of  g l u c u 

r o n i c  a c i d  w e r e  a c c u r a t e l y  w e i g h e d  a n d  e s t e r i f i e d  a n d  

r e d u c e d  f o l l o w i n g  the  p r o c e d u r e  o u t l i n e d  i n  E x p e r i m e n t  

4 . 2 5 .  T h e  h y d r o l y s a t e  w a s  t h e n  e s t i m a t e d  f o r  c a r b o h y d r a t e  

c o n t e n t  [GM  2 . 7 . 1 ]  a n d  4 m g  w e r e  f o u n d .

A c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  4 a n d  6 [R ^ ^ ^ =  0 . 3 7  a n d  

0 . 6 7  r e s p e c t i v e l y ,  s e e  T a b l e  4 . 6 )  w e r e  e s t i m a t e d  f o r  

c a r b o h y d r a t e  [GM  2. 7. 1] a f t e r  t h e y  h a d  b e e n  e s t e r i f i e d  

[GM  2. 8.  6 . 1  a n d  2 . 8 . 6 .  2] a n d  r e d u c e d  w i t h  N a B H ^ .  ’

I n i t i a l  m a t e r i a l  h a d  b e e n  e s t i m a t e d  f o r  c a r b o h y d r a t e  a l s o .  

I n i t i a l  a n d  f i n a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  a r e  s h o w n  in 

T a b l e  4 .  8, c a .  50% l o s s .  p. 165.

4 .  1. 1. 3 C h a r a c t e r i s a t i o n  of  s o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  r e s i d u e s .

E x p e r i m e n t  4 .  27

S o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  r e s i d u e s  w e r e  a n a l y s e d  

f o r  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  [GM 2 . 7 . 1 ] ,  u r o n i c  a c i d  c o n t e n t  

[GM  2.  7. 2.  2 .(2). ], p r o t e i n  c o n t e n t  [GM  2. 7. 3] a n d  a s h  

c o n t e n t .  R e s u l t s  c a n  be  s e e n  in  T a b l e  4 .  9 . p .  170.  

E x p e r i m e n t  4 .  2 8

3 0 . 7  m g  of  s o l u b l e  a n d  6 8 . 6  m g  of  i n s o l u b l e  

r e s i d u e s  w e r e  h y d r o l y s e d  w i t h  90% H C O O H  [G M  2.  3 .  1] 

a n d  the  h y d r o l y s a t e s  a n a l y s e d  by  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y ,  

s o l v e n t s  [GM 2 . 4 . 1 . 1 .  a n d  2.  4 .2  . 2] a n d  s t a i n i n g  r e a g e n t  

[ G M  2 . 5 . 2 ] .  T h e  h y d r o l y s a t e s  w e r e  t h e n  r e d u c e d
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[G M  2 . 8 . 4 ] ,  c o n v e r t e d  in to  a l d i t o l  a c e t a t e s  d e r i v a t i v e s

[GM  2 . 8 . 5 ]  a n d  a n a l y s e d  on  g, 1. c .  [GM  2 . 6 . 1  a n d  2 . 6 .  2] .

A p p r o x i m a t e  m o l a r  p r o p o r t i o n  of s u g a r s  a r e  s h o w n  in

T a b l e  4.  10.  n.  171.

E x p e r i m e n t  4 .  2 9

A p o r t i o n  of  th e  s o l u b l e  r e s i d u e  w a s  e s t i m a t e d

f o r  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  l a y e r i n g  the  s a m p l e  o n  t o p  of a

S e p h a r o s e  4B c o l u m n  a n d  e l u t e d  a s  o u t l i n e d  i n  E x p e r i m e n t

3 . 1 3  on  p r e v i o u s  C h a p t e r  I I I .  p. 7 4 .

E x p e r i m e n t  4 .  30

100 mg of the i n s o l u b l e  r e s i d u e  w e r e  d i s p e r s e d  i n

50 m l  of w a t e r  a n d  b o i l e d  u p  u n d e r  r e f l u x  f o r  1 h o u r ,  t h e n

c e n t r i f u g e d .  R e s i d u a l  s o l i d  w a s  f r e e z e  d r i e d  a n d  w e i g h e d

(61 m g ) .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  f i l t e r e d  t h r o u g h  m i l l i p o r e

g l a s s  f i b r e  f i l t e r s  a n d  e s t i m a t e d  f o r  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t

[GM  2 . 7 .  1] a n d  p r o t e i n  c o n t e n t .  T h e  s o l u t i o n  w a s  t h e n

f r e e z e  d r i e d  a n d  w e i g h e d  (16 m g ) .

E x p e r i m e n t  4 . 31

A p o r t i o n  of the s o l u b l e  r e s i d u e ,  30 m g , w a s  s h a k e n

t h r e e  t i m e s  w i t h  D ^ O  a n d  f r e e z e - d r i e d  a f t e r  e a c h  s h a k i n g .

T h e n  a n a l y s e d  o n   ̂H n.  m .  r .  a t  2 9 6 ° K ,  DSS a s  e x t e r n a l  
13

r e f e r e n c e .  C n.  m .  r .  f o r  a n o t h e r  s a m p l e  of  t h i s

s o l u b l e  r e s i d u e ,  6 0 m g  a t  3 4 3 ° K  w i t h  T S P  a s  e x t e r n a l  

r e f e r e n c e ,  w a s  a l s o  c a r r i e d  o u t .  B o t h  t e c h n i q u e s  w e r e

c a r r i e d  ou t  o n  a  400  M H z  a p p a r a t u s .
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A.  2 .  R E S U L T S  A N D  D IS C U S S IO N

T h e  ' ' f u c a n "  e x t r a c t e d  w i t h  h o t  a q u e o u s  2% C a C l ^  f r o m  

L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  i n  t h e  p r e v i o u s  c h a p t e r  h a s  no w  b e e n  

s u b j e c t e d  t o  p a r t i a l  a c i d  h y d r o l y s i s  s t u d i e s .  It  c o n t a i n s  

a p p r o x i m a t e l y  6 0 % c a r b o h y d r a t e ,  9% s u l p h a t e ,  26% u r o n i c  

a c i d ,  11% p r o t e i n ,  12% of  a s h  a n d  a b o u t  10% of  m o i s t u r e  b y  

w e i g h t  ( s e e  T a b l e  3. 10, C h a p t e r  III,  p .  113 ). T h i s  m e a n s

t h a t  a b o u t  4 3 %  of  t h e  c a r b o h y d r a t e  i s  g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  t h e  

c a r b o h y d r a t e  c a r r i e s  15% of  s u l p h a t e .  A  f o r m i c  a c i d  

h y d r o l y s a t e  c o n t a i n s  t h e  f o l l o w i n g  p e r c e n t a g e s  of  m o n o 

s a c c h a r i d e s :  f u c o s e  43,  x y l o s e  7, m a n n o s e  20 a n d  g a l a c t o s e

25 ( s e e  T a b l e  3. 15, C h a p t e r  III, p.  122.

P r e l i m i n a r y  p a r t i a l  h y d r o l y s i s  s t u d i e s  w i t h  0. 25 M  a n d  

0. 125 M  o x a l i c  a c i d  ( s e e  F l o w  c h a r t  V) a n d  M  t r i f l u o r o a c e t i c  

a c i d  ( s e e  E x p e r i m e n t  4 .  3) f o r  d i f f e r e n t  p e r i o d s  o f  t i m e  

r e v e a l e d  t h a t  0. 25M  o x a l i c  a c i d  f o r  3 h o u r s  a t  1 0 0 °  g a v e  t h e  

b e s t  y i e l d  of  o l i g o s a c c h a r i d e s ,  a l t h o u g h  t h e  t w o  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  o x a l i c  a c i d  g a v e  t h e  s a m e  o v e r a l l  p a t t e r n  of  o l i g o s a c c h a r i d e s  

on  p a p e r  c h r o m a t o g r a m s  i n  a  v a r i e t y  o f  s o l v e n t s  ( s e e  T a b l e  4 .  1 ) .
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F l o w  c h a r t  V S m a l l  s c a l e  p a r t i a l  h y d r o l y s i s  of  " F u c a n "

1 )

H o t  a q u e o u s ,  2% C a C l ^ ,  e x t r a c t .

\
1 g " F u c a n "  0.6 g . c a r b o h y d r a t e

H y c ^ r o l y s a t e

D i a l y s i s

P o l y m e r i c  R e s i d u e s  
i n s i d e  d i a l y s i s  s a c

C e n t r i f u g e d  

/ \

4 0  m i .  0. 25  M o x a l i c  a c i d  
100  ° C ,  3 h o ü i s

D i a l y s a t e  F r a g m e n t s
A l l  d i a l y s a t e s  c o m b i n e d  
7 x  300 m lI

N e u t r a l i s e d  w i t h  
s o l i d  C a C O  ,

I
f i l t e r e d

S o l u b l e I n s o l u b l e

I
f r e e z e -
d r i e d

\ \c o n c e n t r a t e d  d o w n  to  2 0 m l
f r e e z e -
d r i e d

I I
c a T b o h y d .  e s t i m â t ,  ( p h e n o l  s u l p h u r i c  
a c i d  m e t h o d )

i
0. 5 g c a r b o h y d r a t e 1)

W e i g h t s  102 m g  

(126 m g )

% C a r b o 
h y d r a t e  =  77

(85)
W e i g h t  on  
c a r b o -

1 84 m g  

(179 m g )

10

(18)

( 0 , 4  g c a r b o h y d r a t e )

\
0 . 2 5  g t h r o u g h  a Z e r o l i t  F F I P  
S R A 69 r e s i n  c o l u m n

/ \
w a t e r  0. 5 M - 2 M  H C O O H

e l u t i o n  e l u t i o n

h y d r a t e  =  78. 5 m g 1 8. 4 m g

(1 07 m g ) (29. 6 m g ♦
\

M i x t u r e  of  
m o n o s a c c h a r i d e s  
a n d  o l i g o s a c c h a r 
i d e s .

n e u t r a l
f r a c t i o n

a c i d i c
f r a c t i o n

y
\ \

12 7 m g 1) 82 m g
c a r b o  c a r b o 
h y d r a t e h y d r a t e

1)

1) R e a d  f r o m  s t a n d a r d  g r a p h
F u ; G l c A : G a l : X y : M a n n  =  5 :2 :1 .  5 :1 :0 .  5

In b r a c k e t s  a r e  s h o w n  y i e l d s  f o r  p a r t i a l  h y d r o l y s i s  w i t h  0. 125  M 
o x a l i c  a c i d .
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T A B L E  4 .  1

M o b i l i t i e s  i n  d i f f e r e n t  s o l v e n t s  f o r  0. 125 M a n d  0. 2 5 M 

o x a l i c  a c i d  p a r t i a l  h y d r o l y s i s  d i a l y s a t e  f r a g m e n t s ' .

S o l v e n t  T i m e  r u n n i n g  G lc

6 : 4 : 3  22 h o u r s  0 . 0 4 ;  0 . 1 0 ;  0 . 2 4 ;  0 . 3 3 ;  0 . 4 % ;  0. 5 9 ;0 .  73 .
( B u : P y : H ^ O )

6 : 4 : 3  2 x 2 0  h o u r s  0 . 0 4 ;  0 . 1 0 ;  0 . 1 7 ;  0 . 2 4 ;  0 . 3 1 ; 0 . 4 3 ;  0 . 5 6 ;
( n - B u O H : P y : H ^ O )  0 . 7 5 .

1 8 : 3 : 1 : 4  20 h o u r s  0 . 0 4 ;  0 . 0 9 ;  0 . 1 8 ;  0 . 2 5 ;  0 . 3 3 ;  0 . 4 3 ;  0 . 6 3 ;
( E t O  A c : A c O H : H C O O H  ' 0 . 7 6 ;  0 . 8 9

: H ^ O )

4 0 : 1 1 : 1 9  36 a n d  0. 1; 0.  18; 0. 28 ;  0. 39;  0.  44;  0. 49 ;  0.  55;
( n - B u O H : E t O H : H ^ O )  3 x  18 h o u r s  0 . 6 6 ;  0. 74.

3 :1 :1  35 h o u r s  0 . 0 9 ;  0 . 2 5 ;  0 . 4 1 ;  0 . 6 6 ;  0 . 8 0 .
( n - B u O H : E f O H : H p  ;3%
C e t y l p y  r i d i n i u m  
C h l o r i d e )

5 0 : 1 2 :2  5 48 h o u r s  0 . 0 7 ;  0 . 1 2 ;  0 . 2 4 ;  0 . 3 9 ;  0 . 5 6 ;  0 . 6 9 ;  0. 98.
( n - B u 0 H : A 6 0 H ‘: H ^ 0 )

0. 125 M  a n d  0. 25 M  o x a l i c  a c i d  f r a g m e n t s  h y d r o l y s a t e s  w e r e  

f o u n d  t o  c o n t a i n  t h e  s a m e  o l i g o s a c c h a r i d e s .

T a k e n  t o  d r y n e s s  a n d  pu t  to  r u n  a g a i n .



148

T h e  o l i g o s a c c h a r i d e  m i x t u r e  i n  t h e  t r i f l u o r a c e t i c  a c i d  

h y d r o l y s a t e  f a i l e d  t o  s e p a r a t e  on  p a p e r  c h r o m a t o g r a m s .

A t t e m p t e d  s e p a r a t i o n  o f  t h e  o x a l i c  a c i d  h y d r o l y s a t e s  

on  H . P . L , C . ( E x p .  4.  5) w a s  u n s u c c e s s f u l .  T w o  b r o a d  

b a n d s  w e r e  o b t a i n e d ,  p r e s u m a b l y  o n e  f o r  m o n o  s a c c h a r i d e s  

a n d  t h e  o t h e r  c o n t a i n i n g  t h e  o l i g o s a c c h a r i d e s .

T h e  s m a l l  m o l e c u l e s  i n  t h e  h y d r o l y s a t e s  w e r e  s e p a r a t e d  

f r o m  l a r g e r  p o l y m e r i c  m a t e r i a l  b y  d i a l y s i s .

I n s o l u b l e  m a t e r i a l  i n s i d e  t h e  d i a l y s i s  s a c ,  a b o u t  18% 

o f  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l , c o n t a i n e d  o n l y  10% of  c a r b o h y d r a t e ,  

a n d  s o l u b l e  m a t e r i a l  i n s i d e  t h e  s a c  w a s  f r e e z e - d r i e d  t o  a  

w h i t e  s o l i d ,  10% of  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l , w h i c h  c o n t a i n e d  77% 

of  c a r b o h y d r a t e .

T h e  f r a g m e n t s  w h i c h  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  d i a l y s i s  s a c  

w e r e  s e p a r a t e d  on  a  r e s i n  c o l u m n  i n t o  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  

( c a .  2 5% of  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l )  a n d  a c i d i c  o l i g o u r o n i c  a c i d s  

( c a .  16% of  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l ) .

In  v i e w  of  t h e s e  r e s u l t s  a  l a r g e  s c a l e  h y d r o l y s i s  o n  8 g 

" f u c a n "  ( 4 . 8 g c a r b o h y d r a t e )  w a s  c a r r i e d  ou t  w i t h  0. 25  M  

o x a l i c  a c i d  ( s e e  E x p .  4 . 6  a n d  F l o w  c h a r t  VI) .
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F l o w  c h a r t  VI L a r g e  s c a l e  p a r t i a l  h y d r o l y s i s  of " F u c a n "  
ho t  a q u e o u s ,  2% C a C l ^ ,  e x t r a c t

8. 0 g " F u c a n " 4. 8 g c a r b o h y d r a t e 1)

\ 350 m l  0 . Z 5  M  o x a l i c  a c i d  
1 0 0 °C  3 h o u r s

H y d r o l y s a t e

\
D i a l y s i s

/
P o l y m e r i c  r e s i d u e s  
i n s i d e  d i a l y s i s  s a c

C e n t r i f u g e d

f  \
S olub le

♦F  r e e z e -  
d r  l ed

W eigh t ;  1^2 g

% C a r b o h y d r : 80%

I n s o l u b l e

F r e e z e -
d r i e d

1^6 3 g 

10%

D i a l y s a t e  F r a g m e n t s  d i a l y s a t e s

c o m b i n e d  10 x  500 m l  a n d  c o n c e n t r a t e d  
down  to 500 m l

N e u t r a l i s e d  w i th  s o l i d  C a C O

I
f i l t e r e d

c o n c e n t r a t e d  dow n  to  50 m l

\
f i l t e r e d  a g a i n  to  g e t  r i d  of C a C O ^  
im e x c e s s

c a r b o h y d ,  e s t i m â t ,  (phenol  s u l p h u r i c  
a c i d  m e t h o d )

♦
W e ig h t  on 
c a r b o h y d r .

960  m g  163 m g
3 . 0  g c a r b o h y d r a t e

T
1 )

W a t e r  e l u t i o n

Z e r o l i t  F F I P  S R A 69 r e s i n  c o l u m n  

0. 5 M - 2M  HC OO H e lu t io n

\ ♦
N e u t r a l  f r a c t i o n A c i d i c  f r a c t i o n

1 ) I 1 )

/
M o n o s a c c h a r i d e s  
s u g a r s  d i s c a r d e d

1 . 8  g c a r b o h y d r

2 x 1 7  M M  p a p e r  c h r o m .  
6:4: 3 s o l v e n t  
[GM 2. 4. 1. 1. ]

0. 63 g c a r b p h y Q r  j-^14  0 m g  (only 0. 5 M
HC O O H  f r a c t i o n ) ^

\
6 n e u t r a l  o l i g o 
s a c c h a r i d e s

f - -118 m g

3MM p a p e r  c h r o m .  
18 :3 :1 :4  s o l v e n t  
[GM  2 . 4 .  1. 2. ]

8 a c i d i c  o l i g o 
s a c c h a r i d e s

96 m g

to ta l  w e i g h t  
1 ) A b s o r b a n c e  r e a d  c a l c u l a t e d  on

5:2 :1.  5 :1 :0 .  5.
2) A b s o r b a n c e  r e a d  f r o m  s t a n d a r d  

g a l a c t o s e  g r a p h .

t o t a l  w e ig h t  
c a l c u l a t e d  on 
c a r b o h y d r a t e
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A f t e r  s e p a r a t i o n  b y  d i a l y s i s ,  1 . 6 3  g of  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  

c o n t a i n i n g  10% of  c a r b o h y d r a t e  w a s  s e p a r a t e d ,  f r e e z e  d r y i n g  

t h e  s o l u t i o n  f r o m  i n s i d e  t h e  s a c  g a v e  1. 2 g of  p o l y m e r i c  m a t e r i a l  

c o n t a i n i n g  80% of  c a r b o h y d r a t e  ( c a .  20% of  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l )  

a s  a  w h i t e  s o l i d .

T h e  s o l u t i o n  w h i c h  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  d i a l y s i s  s a c  w a s  

n e u t r a l i s e d  a n d  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  3 g of 

c a r b o h y d r a t e  ( c ^ .  62.  5% of  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l )  w a s  o b t a i n e d  

T h i s  w a s  s e p a r a t e d  on  r e s i n  i n t o  l . S g o f  c a r b o h y d r a t e  a s  a  

n e u t r a l  f r a c t i o n  a n d  0 . 6 3  g of  a c i d i c  o l i g o u r o n i c  a c i d s  (81% 

r e c o v e r y  f r o m  t h e  c o l u m n ) .  i

A t t e m p t e d  s e p a r a t i o n  of  t h e  n e u t r a l  f r a c t i o n  i n t o  m o n o -  , 

d i  - , t r i - , e t c . s a c c h a r i d e s  on  B i o - G e l  P 2  r e s i n  ( s e e  E x p t .  4 .  8) 

w a s  u n s u c c e s s f u l .

4 . 2 . 1  . C h a r a c t e r i s a t i o n  of  t h e  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s .

F r o m  t h e  a b o v e  n e u t r a l  f r a c t i o n  h o w e v e r  s i x  o l i g o s a c c h a r i d e s *  

(118 m g ,  s e e  T a b l e  4. 2) w e r e  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  m o n o s a c c h a r i d e s  

on  N o .  17 W h a t m a n  c h r o m a t o g r a p h y  p a p e r  ( E x p t .  4.  9).  T h e  

m o n o s a c c h a r i d e s  w h i c h  c o n s i s t e d  of  f u c o s e ,  x y l o s e ,  g a l a c t o s e  

a n d  m a n n o s e  w e r e  d i s c a r d e d .  A  p h o t o g r a p h  o f  t h e  c h r o m a t o g r a p h  

of  t h e  s e p a r a t e d  o l i g o s a c c h a r i d e s  c a n  b e  s e e n  i n  F i g .  4 l p. l 5 l .

T h e  w e i g h t  b a s e d  o n  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  a n d  t h e  m o b i l i t y  

o f  e a c h  of  t h e s e  o l i g o s a c c h a r i d e s  i n  d i f f e r e n t  s o l v e n t s  i s  g i v e n  

i n  T a b l e  4 . 2 .  p .  152

* some o l ig o sa cch ar id e s  were m ix tures  ( s e e  l a t e r ) .
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F i g u r e  4.  1 P a p e r  c h r o m a t o g r a m  p h o t o g r a p h  of the  s e p a r a t e d  n e u t r a l  
o l i g o s a c c h a r i d e s  in  s o l v e n t  6 :4 :3  =  n B u O H : P y : H ^ O

à
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T A B L E  4. 2

M o b i l i t i e s a n d  w e i g h t s  of t h e  c a r b o h y d r a t e  i n  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s

O l i g o 
s a c c h a r i d e

^ G l c
1 8 : 3 :1 : 4

^ G l c
6 :4 :3

^ G l c
4 0 : 1 1 :1 9 W e i g h t  ( m g )  "

1 0. 04 0.  04 0.  05 15. 3
2 0.  09 0. 10 0. 10 14. 8
3 0. 12 0.  18 0.  15 17.  8
4 0. 27 0. 24 0. 29 27 .  2
5 0. 40 0. 43 0. 42 14. 7
6 0. 76 0. 77 0 . 8 2 27.  7

A b s o r b a n c e  r e a d  f r o m  a s t a n d a r d  g r a p h  of g a l a c t o s e .

1
T h e  s p e c i f i c  r o t a t i o n  a n d  d e g r e e  of  p o l y m e r i z a t i o n  

f o r  e a c h  of  t h e s e  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s  c a n  b e  s e e n  i n  

T a b l e  4.  3.

T A B L E  4.  3

S p e c i f i c  r o t a t i o n  a n d  d e g r e e  of  p o l y m e r i z a t i o n  o f  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s
o

_ o r. • r 1̂ ^  A p p r o x i m a t e  d e g r e e
O l i g o s a c c h a r i d e s  S p e c i f i c  r o t a t i o n  L ta r i .

^  ^  D of  p o l y m e r i z a t i o n

1 

2

3

4

5

6

+ 68 .  8 (c= 2.76 X 10“ ^ g /  100 m l H ^ O )  H e p t a  s a c c h a r i d e

+ 37. 2 (c = l .  2 1x  l O ' ^  ) P e n t a s a c c h a r i d e

+ 1 2 6 . 7  ( c = l . 46 x 10~ ) T e t r a s a c c h a r i d e

+ 5 3 . 9 ( c = 2 . 0 4 x l 0 ~  ) T r i  s a c c h a r i d e

+ 65.  9 ( c = l . 2 2 x  l o ' ^ ) T r i s a c c h a r i d e

+ 45. 3 (c= 3 . 2  X 10~ ) D i s a c c h a r i d e
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I t  c a n  b e  d e d u c e d  f r o m  t h e  f a c t s  p r e s e n t e d  i n  t h e  

l a s t  t w o  t a b l e s  t h a t  t h e s e  o l i g o s a c c h a r i d e s  a r e  no t  a  h o m o l o g o u s  

s e r i e s .

T h a t  w i t h  the h i g h e s t  m o b i l i t y  ( n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e  6)

c o r r e s p o n d s  to  a  d i s a c c h a r i d e  a n d  t h a t  w i t h  t h e  l o w e s t  m o b i l i t y

( n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e  l )  a p p r o x i m a t e l y  t o  a  h e p t a  s a c c h a r i d e .

T h e  l a t t e r  w a s  a n a l y s e d  on  a  S e p h a r o s e  4B c o l u m n  ( E x p t .  4.  15)

a n d  i t s  m o l e c u l a r  w e i g h t  e s t i m a t e d  ( F i g u r e  4.2 ). A  v a l u e  of c a  
2

15 X 10 • c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  S e l e c t i v i t y  c u r v e  f o r  S e p h a r o s e  4B

on  F i g u r e  3 . 7 .  p .  98 w a s  o b t a i n e d .  T h i s  c o r r e s p o n d s

t o  a n  o c t  a  s a c c h a r i d e  w h i c h  i s  i n  r e a s o n a b l e  a g r e e m e n t  w i t h  t h e

f i g u r e  o b t a i n e d  b y  t h e  T i m  e l l  m e t h o d ^ .

H y d r o l y s a t e s  o f  t h e s e  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s  r u n  o n

p a p e r  c h r o m a t o g r a m s  ( E x p t .  4. 11) r e v e a l e d  f r o m  e a c h  a  s i n g l e

s p o t  w i t h  R  = 0 . 8 6  a n d  0 . 8 8  i n  t h e  d i f f e r e n t  s o l v e n t s  ; i d e n t i c a l  
Lrlc

w i t h  t h a t  of  g a l a c t o s e  r u n  a s  s t a n d a r d .  T h i s  w a s  c o n f i r m e d  w h e n  

t h e  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  of  t h e  h y d r o l y s a t e s  w e r e  a n a l y s e d  

b y  g . 1. c . A  s i n g l e  l a r g e  p e a k  w i t h  t h e  r e t e n t i o n  t i m e  of  t h a t  

of  g a l a c t i t o l  a c e t a t e  w a s  o b t a i n e d .  I n s i g n i f i c a n t  p e a k s  f o r  t h e  

a l d i t o l s  of  t h e  o t h e r  s u g a r s  p r e s e n t  i n  t h e  " f u c a n "  c o u l d  a l s o  

b e  s e e n .  T h e s e  c a n  o n l y  b e  r e g a r d e d  a s  t r a c e  c o n t a m i n a n t s  

p a r t i c u l a r l y  s i n c e  t h e  a m o u n t  w a s  t o o  s m a l l  t o  b e  d e t e c t e d  o n  

p a p e r  c h r o m a t o g r a m s  with ani l ine oxalate reagen t .

E a c h  of  t h e  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s  w a s  m e t h y l a t e d  

( s e e  E x p t .  4.  12) a n d  t h e  d e r i v e d  p a r t l y  m e t h y l a t e d  a l d i t o l  

a c e t a t e s  w e r e  a n a l y s e d  o n  g. 1. c .  a n d  g. 1. c .  - m .  s .  T h e  p a r t l y  

m e t h y l a t e d  s u g a r s  i n  t h e  h y d r o l y s a t e s  a r e  d e t a i l e d  i n  T a b l e  4.  4.
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T A B L E  4. 4.

M e t h y l a t e d  s u g a r s  d e r i v e d  f r o m  t h e  m e t h y l a t e d  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s

O l i g o s a c c h a r i d e  s 

1 

2 

3

M e t h y l a t e d  s u g a r s  

2 ,  3, 4, 6 -  T e t r a - O - m e t h y l  g a l a c t o s e  

2, 4, 6 - T r i - O -  m e t h y l  g a l a c t o s e

2, 3, 4 - T r i - O -  m e t h y l  g a l a c t o s e

3, 4, 6 - T r i - O - m e t h y l  g a l a c t o s e

G.I.c. reteni.  t im e  

1.18

2 . 0 1

2.85

2 . 1 2

jtt

2, 3, 4, 6 - T e t r a - O - m e t h y l  g a l a c t o s e  

2 ,  4, 6 -  T r i - O - m e t h y l  g a l a c t o s e  

2, 3, 4 - T r i - O - m e t h y l  g a l a c t o s e  

Relative to 1 , 5 - D I - O - a c e t y l - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O - m e t h y l - g lu c i t o l .

E v i d e n c e  f o r  t h e  p r e s e n c e  of  2, 3, 5, 6 t e t r a - _ 0 - m e t h y l  

g a l a c t i t o l - 1, 4 - a c e t a t e  w a s  o b t a i n e d  i n  t h e  h y d r o l y s a t e s  of 

o l i g o s a c c h a r i d e s  1 a n d  4 w h e n  i n  t h e  m a s s  s p e c t r a  t h e  p e a k s  

m / e  89,  59 a n d  97  w e r e  o b s e r v e d ,  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  

of  g a l a c t o  f u r a n o s e  u n i t s  i n  t h e  p o l y m e r .

T h e  l i n k a g e s  b e t w e e n  t h e  d i f f e r e n t  u n i t s  i n  t h e  

o l i g o s a c c h a r i d e s  d e d u c e d  f r o m  t h e s e  m e t h y l a t e d  s u g a r s  

( T a b l e  4 .  4.  ) a r e  d e t a i l e d  i n  T a b l e  4. 5.

T A B L E  4. 5.

P o s s i b l e  l i n k a g e s  b e t w e e n  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e  u n i t s .

O l i g o s a c c h a r i d e P o s s i b l e  l i n k a g e s

1 - (1  —* - 6 ) .  ; - (1 —  2 ) - .

2 - (1  - ^ 6 ) - ; - (1 —^ 2 ) - .

3 - (1  - * - 3 ) - - (1  - ^ 6 ) - ; - (1 - ^ 2 ) _ .
»

4 - (1  - * - 6 ) - ; - (1 — 2)_.

.5 - (1  —►3)- - (1  - * ^ 6 ) - .

6

* m i x t u r e d e d u c e d  p r e s e n t .
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I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  o l i g o s a c c h a r i d e  6 , t h e  d i s a c c h a r i d e ,  

m u s t  b e  a  m i x t u r e  of  g a l a c t o s y l - (  1 ^ 3 ) -  g a l a c t o s e  a n d

g a l a c t o s y l - (  1 —*"6 ) - g a l a c t o s e ,  p r o b a b l y  d e r i v e d  b y  c l e a v a g e  of  

t h e  h i g h e r  g a l a c t o s e  o l i g o s a c c h a r i d e s .

T h e  s p e c i f i c  r o t a t i o n  of  t h e  f o r m e r  i n  t h e  P - f o r m
oZ o3

i s  + 65 a n d  of  t h e  l a t t e r  i n  t h e  P - f o r m  i s  + 31

A s s u m i n g  e q u a l  p r o p o r t i o n s  of  t h e  t w o  d i s a c c h a r i d e s  i n

n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e  6 , t h e  c a l c u l a t e d  s p e c i f i c  r o t a t i o n

w o u l d  b e  + 4 8 °  w h i c h  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h a t  r e p o r t e d  i n

T a b l e  4 . 3 .  p. 152.

T r i s a c c h a r i d e  4 m u s t  a l s o  b e  a  m i x t u r e  s i n c e  t h r e e

t y p e s  of  l i n k a g e s  a r e  i n d i c a t e d .  A l t h o u g h  t h r e e  t y p e s  of

l i n k a g e s  a l s o  a p p e a r  to  b e  p r e s e n t  i n  f o u r  o f  t h e s e  n e u t r a l

o l i g o s a c c h a r i d e s ,  no e v i d e n c e  f o r  b r a n c h i n g  w a s  o b t a i n e d .

O l i g o s a c c h a r i d e s  1, 2 a n d  3 w e r e  s u b j e c t e d  s e p a r a t e l y

t o  h y d r o l y s i s  w i t h  a -  a n d  P -  g a l a c t o s i d a s e  ( s e e  E x p t .  4.  13).

M e l i b i o s e  [ a - O - g a l a c t o p y r a n o s y l - (  1 ~ ^ 6 ) - D - g l u c o p y r a n o s e ]

a n d  l a c t o s e  [ p - 0 - g a l a c t o p y r a n o s y l - (  1 —^ 4 } - D - g l u c o p y r a n o s e ]

w e r e  u s e d  a s  c o n t r o l s .

I n  F i g u r e s -  4 .  3 a n d  4.  4 i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e r e

i s  e v i d e n c e  of  cl- a n d  P - l i n k a g e s  i n  o l i g o s a c c h a r i d e s  1 a n d  2 ,

b u t  i t  i s  d o u b t f u l  w i t h  o l i g o s a c c h a r i d e  3.

A n a l y s i s  b y  n . m . r .  of  o l i g o s a c c h a r d e  2 ( s e e

F i g u r e  4. 3 ) p r o v i d e s  e v i d e n c e  t h a t  t h e  p r o p o r t i o n  of  a - l i n k a g e

i s  g r e a t e r  t h a n  P - l i n k a g e .  I n  c o n t r a s t  to  t h e  e n z y m i c  
1

e x p e r i m e n t s ,  H n . m . r .  a n a l y s i s  of o l i g o s a c c h a r i d e  3 g i v e s  

e v i d e n c e  of  b o t h  a -  a n d  P - l i n k a g e s  w i t h  a  m u c h  g r e a t e r  

p r o p o r t i o n  of  P - l i n k a g e  ( s e e  F i g u r e  4 . 6  ).

A c i d i c  e x t r a c t i o n  of  t h e  b r o w n  s e a w e e d  S a r g a s s u m
4 5

l i n i f o l i u m  a n d  P a d i n a  p a v o n i a  b y  t h e  E g y p t i a n

w o r k e r s  y i e l d e d  p o l y s a c c h a r i d e s  w h i c h  r e s e m b l e d  t h e  p r e s e n t

p o l y s a c c h a r i d e  i n  t h a t  t h e y  c o n t a i n e d  D_ g l u c u r o n i c  a c i d ,

D - m a n n o s e ,  g a l a c t o s e ,  J D - x y l o s e  a n d  J ^ - f u c o s e ,  b u t  i n  t h e



I 6 l

c a s e  of  t h e  l a t t e r  D - g l u c o s e  a s  w e l l .  H o w e v e r  t h e  m o l a r

r a t i o s  o f  t h e  c o n s t i t u e n t s  d i f f e r e d  c o n s i d e r a b l y  f r o m  t h o s e

of t h e  e x t r a c t s  f r o m  L e s s o n i a  n i g r e s c e n s  p a r t i c u l a r l y  i n  t h e

h i g h e r  p r o p o r t i o n  of  f u c o s e  a n d  l o w e r  p r o p o r t i o n  of  m a n n o s e

i n  a l l  e x t r a c t s  of  t h e  l a t t e r .  In  c o n t r a s t  to  t h e  p r e s e n t

r e s u l t s ,  s i m i l a r  p a r t i a l  h y d r o l y s i s  o f  t h e  S a r g a s s u m

p o l y s a c c h a r i d e  l e d  to  t h e  i s o l a t i o n  no t  of  n e u t r a l  g a l a c t o s e

o l i g o s a c c h a r i d e s  w i t h  a  p o s i t i v e  s p e c i f i c  r o t a t i o n  b u t  of

s u l p h a t e d  g a l a c t o s e  o l i g o s a c c h a r i d e  w i t h  n e g a t i v e  s p e c i f i c

r o t a t i o n s .  F u r t h e r  p a r t i a l  h y d r o l y s e s  e x p e r i m e n t s  on  
4 5

S a r g a s s u m  a n d  o n  P a d i n a  p o l y s a c c h a r i d e s  g a v e  n e u t r a l

o l i g o s a c c h a r i d e s  a g a i n  w i t h  n e g a t i v e  s p e c i f i c  r o t a t i o n s ,  b u t

c o n s i s t i n g  of  v a r y i n g  p r o p o r t i o n s  of  g a l a c t o s e ,  x y l o s e  a n d

f u c o s e  t o g e t h e r  w i t h  g l u c o s e  f r o m  P a d i n a .

4 . 2 . 2 .  C h a r a c t e r i s a t i o n  of  t h e  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s .

T h r e e  f r a c t i o n s o f  d i f f e r e n t  f o r m i c  a c i d  c o n c e n t r a t i o n

0. 5 1 ^  a n d  2 ^  f o r m i c  a c i d ,  c o n t a i n i n g  t h e  a c i d i c

o l i g o s a c c h a r i d e s  w e r e  e l u t e d  s e p a r a t e l y  f r o m  t h e  c o l u m n

a f t e r  a l l  t h e  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s  a n d  m o n o s a c c h a r i d e s

h a d  b e e n  e l u t e d  w i t h  w a t e r  f r o m  t h e  s a m e  c o l u m n  ( E x p t .  4.  16).

T h e s e  f r a c t i o n s  w e r e  s e p a r a t e l y  e s t i m a t e d  f o r  c a r b o h y d r a t e

a n d  t o g e t h e r  g a v e  0 . 6 3  g.  S e e  f l o w  c h a r t  V I . p .  149.

O n  e l e c t r o p h o r e s i s  a n a l y s i s  a t  p H  6 . 8  ( E x p t .  4 .  17),

t h r e e  s p o t s  w i t h  m o b i l i t i e s  M = 0 . 4 ;  0 . 7  a n d  0.  9 w e r e
^ Lrlc.A.

d e v e l o p e d ,  t h e  s a m e  f o r  e a c h  f r a c t i o n  w i t h  o n l y  s l i g h t  

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  i n t e n s i t i e s  o f  t h e  s p o t s .

E a c h  of t h e s e  f o r m i c  a c i d  f r a c t i o n s  w a s  a n a l y s e d  

b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  ( s e e  E x p t .  4 .  1 8 ) , a n d  b y  t h i s  m e t h o d  

t h e  0. 5M f o r m i c  a c i d  f r a c t i o n  w a s  f o u n d  to  g i v e  t h e  b e s t  

s e p a r a t i o n  i n  s o l v e n t  1 8 : 3 : 1 : 4  = E t h y l  A c e t a t e :  A c e t i c  A c i d :  

F o r m i c  A c i d :  W a t e r ,  w i t h  v e r y  d e f i n e d  s p o t s  w h o s e  m o b i l i t i e s  

w e r e  . = 0 . 0 5 ;  0 . 1 9 ;  0 . 3 5 ;  0 . 5 2 ;  0 . 8 0  a n d  1 . 0 0 ;  t h e  o n e
CjT 1 C A  t

a t  0 . 8  b e i n g  t h e  l a r g e s t  a n d  f a i r l y  e l o n g a t e d  p r o b a b l y  c o n t a i n i n g
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m o r e  t h a n  a  s i n g l e  o l i g o s a c c h a r i d e .  T h i s  w a s  f o u n d  t o  b e  

t r u e  w h e n  a  a l i q u o t  ( l / l O  of  t h e  t o t a l  v o l u m e )  of  t h e  0. SM 

f o r m i c  a c i d  s a m p l e  c o n t a i n i n g  t h e  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  

w a s  s p o t t e d  o v e r  a  s t r i p  o f  3 M M  p a p e r  a n d  e i g h t  o l i g o 

s a c c h a r i d e s  w e r e  c l e a r l y  s e p a r a t e d .  ( S e e  E x p t .  4. 1 9 ) .F i g u r e  

^ . 7 .  p .  163 s h o w s  t h i s  s e p a r a t i o n  o n  a  p h o t o g r a p h  o f  t h e  

d e v e l o p e d  s t r i p .

T h e  r e s t  of t h e  0. 5M f o r m i c  a c i d  f r a c t i o n ,  c a .  130 m g ,  

w a s  t r e a t e d  s i m i l a r l y  a n d  t h e  s e p a r a t e d  o l i g o s a c c h a r i d e s  w e r e  

a n a l y s e d  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  to  t e s t  t h e  p u r i t y  of  e a c h .

T h e  f o l l o w i n g  s p o t s  w i t h  m o b i l i t i e s  = 0. 03 ;  0. 18; 0.  27 ;  0 .  37

0.  54; 0 . 6 7 ;  0 . 8 4  a n d  1. 0 w e r e  d e v e l o p e d .  T h e  m o b i l i t i e s ,  

c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  a n d  s p e c i f i c  r o t a t i o n s  of  t h e s e  a c i d i c  

o l i g o s a c c h a r i d e s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  4 . 6 .

T A B L E  4.  6

M o b i l i t i e s ,  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  a n d  s p e c i f i c  r o t a t i o n s  o f  t h e  a c i d i c  
______________________________ o l i g o s a c c h a r i d e s ._____________________________

O l i g o 
s a c c h a r i d e

R
G lc  W e i g h t  ( m g  of  c a r b o h y d r a t e

S p e c i f i c  r o t a t i o n  
[ a ]  25^

D

- 1
1 0.  03 14. 60 + 6. 8 (c= 1 . 4 6  X 1 0 "  g / l O O m l H  e

2 0. 18 5 . 6 0 4 12.5 (c=5,  6 x 1 0  )

3 0 . 2 7 4 . 8 0
. -2

4 0 (c=r 4 . 8 x 1 0  )

4 0. 37 21 .  00 - 2 6. 2 (c= 4 .  2 x 1 0  )

5 0. 54 30 .  25 + 34. 7 ;c= 6 . 05 X  1 0 " ^  )

6 0 . 6 7 13. 50 - 1 6. 3 ( c = l , 3 5 x  1 0 ^ )

7 0 . 8 4 3.  30 - 9 .  1 (c=3.  3 x 1 0

8 1 . 0 2.  90 - 4 4 .  8 (c=2.  9 X 1 0 " ^ )

S o l v e n t  1 8 : 3 :1 : 4  = E t O A c  : A c O H : H C O O H : H ^ O  . R u n n i n g  2 x  20 h o u r s

R e a d  f r o m  s t a n d a r d g r a p h  F u : 0 1 c A  : G a l :  X y l  : M a n n  = 5 :2 :1 .  5 : 1 :0 .  5.
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F i g u r e  4 . 7  P a p e r  c h r o m a t o g r a m  p h o t o g r a p h  of the  
s e p a r a t e d  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s .
S o l v e n t  1 8 : 3 : 1 : 4 =  E tO A  c :A c O H : H C O O H : H ^ O



1 6 4

T h e  d e g r e e s  of  p o l y m e r i z a t i o n  e s t i m a t e d  b y  t h e  T i m e l l  
1

m e t h o d  a p p e a r  t o  b e  l e s s  a c c u r a t e  w i t h  a c i d i c  s a m p l e s  

t h a n  w i t h  t h e  n e u t r a l  o n e s  a n d  i t  w a s  i m p o s s i b l e  to  o b t a i n  

r e p e a t a b l e  r e s u l t s  b y  t h i s  m e t h o d .

T h e  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  2, 3, 7 a n d  8, i s o l a t e d  i n  

s m a l l  y i e l d ,  s e e  T a b l e  4 . 6  w e r e  e s t e r i f i e d  w i t h  m e t h a n o l i c  

h y d r o g e n  c h l o r i d e ,  r e d u c e d ,  h y d r o l y s e d ,  r e d u c e d  a g a i n  

a n d  f i n a l l y  c o n v e r t e d  to  t h e  a l d i t o l  a c e t a t e s  ( S e e  E x p t .  4. 22 ) .  

A n a l y s i s  o f  t h e s e  d e r i v a t i v e s  on  g.  1. c .  g a v e  t h e  m o l a r  

p r o p o r t i o n s  s h o w n  i n  T a b l e  4.  7 f o r  t h e  s u g a r  c o n s t i t u e n t s .

T A B L E  4. 7

R e l a t i v e  m o l a r  p r o p o r t i o n s  o f  m o n o s a c c h a r i d e s  i n  t h e  a c i d i c  o l i g o -

O l i g o s a c c h a r i d e F  u c o s e X y l o s e M a n n o s e G a l a c t o s e G l u c o s  e

1 1. 0 0. 5 4. 0 9. 0 5. 0

2 1 . 0 0. 5 4. 0 2. 0 4. 0

3 1 . 0 0. 5 1 . 0 1. 5 2.  0

4 1 . 0 0. 4 7. 0 - 1 1 . 0

5 1 . 0 - - - 2.  0

6 1 . 0 - - - 4.  6

7 1. 0 0 . 6 3 . 3 1. 3 1. 1

8 1 . 0 2. 4 0. 4 0. 6 1 . 2

I n  t h i s  T a b l e  4.  7 t h e  r e p o r t e d  m o l a r  p r o p o r t i o n s  o f  g l u c o s e  

a r e  d o u b l e  t h o s e  f o u n d .  T h i s  f o l l o w s  f r o m  t h e  r e s u l t s  o f  

E x p t .  4 .  2 5 w h e r e  a  s t a n d a r d  m i x t u r e  1:1 = G l u c u r o n i c  a c i d :  

x y l o s e  w a s  e s t e r i f i e d ,  r e d u c e d  a n d  h y d r o l y s e d .  H a l f  of  

t h i s  h y d r o l y s a t e  a n a l y s e d  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  t h e  

d e v e l o p e d  p a p e r  s h o w e d  a  s t r o n g  s p o t  c o r r e s p o n d i n g  to  x y l o s e  

a n d  a  w e a k e r  s p o t  f o r  g l u c o s e ,  d e r i v e d  f r o m  t h e  r e d u c e d  

g l u c u r o n i c  a c i d .  T h e  o t h e r  h a l f  of t h i s  h y d r o l y s a t e  w a s  

c o n v e r t e d  t o  t h e  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e  a n d  p e a k  a r e a s
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f r o m  t h e  g. I . e .  s p e c t r a  g a v e  a  p r o p o r t i o n  of  1:2 f o r  

g l u c i t o l : x y l i t o l ,  s h o w i n g  t h a t  h a l f  o f  t h e  u r o n i c  a c i d  w a s  

l o s t  d u r i n g  e s t é r i f i c a t i o n  a n d  r e d u c t i o n .  A  m o r e  a c c u r a t e  

e s t i m a t i o n  w a s  c a r r i e d  ou t  to  c o n f i r m  t h i s  l o s s  w h e n  a  

w e i g h e d  s a m p l e  of  7. 8 m g  of  g l u c u r o n i c  a c i d  w a s  e s t e r i f i e d ,  

r e d u c e d  a n d  h y d r o l y s e d  a n d  t h e  h y d r o l y s a t e  w a s  f o u n d  to  

c o n t a i n  o n l y  ç a .  4  m g  of  c a r b o h y d r a t e ,  p r o v i n g  a g a i n  t h e  l o s s  

of  h a l f  of  t h e  u r o n i c  a c i d .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  c h e c k e d  a n d  

c o n f i r m e d  w h e n  s a m p l e s  o f  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  4  a n d  6

0. 37 a n d  0 . 6 7  r e s p e c t i v e l y ,  s e e  T a b l e  4.  6) w e r e  

e s t i m a t e d  f o r  c a r b o h y d r a t e  a f t e r  e s t é r i f i c a t i o n ,  r e d u c t i o n  

a n d  h y d r o l y s i s .  T a b l e  4 . 8  s h o w s  t h e  w e i g h t  of  i n i t i a l  

c a r b o h y d r a t e  b e f o r e  e s t e r i f y i n g ,  r e d u c i n g  a n d  h y d r o l y s i n g  

t h e  s a m p l e  a n d  t h e  f i n a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  a f t e r  t h e s e  

p r o c e d u r e s  w e r e  p e r f o r m e d  . I t  c a n  b e  s e e n  a g a i n  t h a t  

n e a r l y  h a l f  of  t h e  c a r b o h y d r a t e  w a s  l o s t .

T A B L E  4. 8

C a r b o h y d r a t e  e s t i m a t i o n  f o r  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  4 a n d  6 o n c e  

e s t e r i f i e d ,  r e d u c e d  a n d  h y d r o l y s e d . ____________________________________

I n i t i a l  w e i g h t  of W t .  o f  c a r b o h y d r .  a f t e r  . e s t e r i f i c .
O l i g o s a c c h a r i d e  c a r b o h y d r a t e  ( m g )  r e d u c t .  a h d L y d r o l .

8 . 4  50% l o s s
6 1 3 . 5  6 . 2

A b s o r b a n c e  c o m p a r e d  w i t h  s t a n d a r d  g r a p h  F u : G l c A : G a l : X y : M a n n  -  

5 : 2 : 1 . 5 : 1 . 0 5 .

I n  s p i t e  of  t h e  f a c t  t h a t  o l i g o u r o n i c  a c i d s  7 a n d  8 g a v e  s i n g l e  

d i s c r e t e  s p o t s  o n  p a p e r  c h r o m a t o g r a m s  w i t h  t h e  m o b i l i t i e s  

of  d i -  o r  t r i - s a c c h a r i d e s  ( s e e  T a b l e  4 . 6 )  i t  i s  c l e a r  f r o m  

t h e  m i x t u r e  of  s u g a r s  i n  d i f f e r e n t  p r o p o r t i o n s  f o u n d  i n  t h e i r  

h y d r o l y s a t e s  ( s e e  T a b l e  4. 7) t h a t  t h e y  m u s t  e a c h  c o m p r i s e  

a  m i x t u r e  of  o l i g o u r o n i c  a c i d s .  A l t h o u g h  o l i g o u r o n i c  a c i d s



166

2 a n d  3 w i t h  m o b i l i t i e s  R  = 0. 18 a n d  0. 27 r e s p e c t i v e l y
G l c

m u s t  b e  l a r g e r  e n t i t i e s  i t  i s  i m p o s s i b l e  t o  b u i l d  up s i n g l e  

o l i g o u r o n i c  a c i d s  w i t h  t h e  m o n o s a c c h a r i d e  c o m p o s i t i o n s  

f o u n d  a n d  t h e y  to o  m u s t  b e  r e g a r d e d  a s  m i x t u r e s .

T h e  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  i s o l a t e d  i n  h i g h e r  y i e l d ,

1, 4, 5 a n d  6 ( R ^ ^ ^ =  0 . 0 3 ;  0 . 3 7 ;  0 . 5 4  a n d  0 . 6 7  r e s p e c t i v e l y .

S e e  T a b l e  4 . 6 )  w e r e  e s t e r i f i e d  w i t h  d i a z o m e t h a n e  i n s t e a d  of 

m e t h a n o l i c  h y d r o g e n  c h l o r i d e  ( s e e  E x p t .  4 . 2 3 )  i n  t h e  h o p e  

t h a t  t h e  l o s s  of  g l u c u r o n i c  a c i d  c o u l d  b e  a v o i d e d  o r  a t  l e a s t  

r e d u c e d .  H o w e v e r  t h i s  w a s  no t  t h e  c a s e  f o r  4 a n d  6 a s  

s h o w n  i n  T a b l e  4. 8 ( s e e  E x p t .  4.  26)  w h e r e  i t  c a n  b e  s e e n  

t h a t  t h e  s a m e  p h e n o m e n o n  o c c u r r e d  w i t h  t h i s  m e t h o d  of  

e s t é r i f i c a t i o n .  P o s s i b l y  r e a s o n s  f o r  t h e  l o s s  o f  u r o n i c  

a c i d  w e r e  t h e  r e s u l t  o f  i n c o m p l e t e  e s t é r i f i c a t i o n ,  i n c o m p l e t e  

r e d u c t i o n  o r  d e s t r u c t i o n  d u r i n g  h y d r o l y s i s .  T h a t  t h e  g l u c u r o n i c  

a c i d  w a s  c o m p l e t e l y  e s t e r i f i e d  w a s  s h o w n  b y  t h e  f a c t  t h a t  

w h e n  s a m p l e s  a l r e a d y  e s t e r i f i e d ,  r e d u c e d  a n d  h y d r o l y s e d  

w e r e  a n a l y s e d  t h r o u g h  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  i n  s o l v e n t  

6 : 4 : 3  = n - B u O H : P y : I ^ O ,  no  u r o n i c  a c i d  c o u l d  b e  r e c o g n i s e d  

w h e n  t h e  p a p e r  w a s  d e v e l o p e d .

H a l f  of  t h e s e  f o u r  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  a l r e a d y  

e s t e r i f i e d  w i t h  d i a z o m e t h a n e  a n d  r e d u c e d  w e r e  h y d r o l y s e d  

a n d  a n a l y s e d  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y .  G l u c o s e  d e r i v e d  

f r o m  t h e  r e d u c e d  g l u c u r o n i c  a c i d  w a s  p r e s e n t  i n  a l l  of  

t h e m  a s  w e l l  a s  t h e  o t h e r  s u g a r s  a l r e a d y  f o u n d  i n  t h e  

" f u c a n " ;  x y l o s e ,  g a l a c t o s e ,  m a n n o s e  a n d  f u c o s e  i n  

a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e  1; f u c o s e ,  x y l o s e  a n d  m a n n o s e  i n  

a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e  4 a n d  o n l y  f u c o s e  i n  a c i d i c  o l i g o 

s a c c h a r i d e s  5 a n d  6.  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  c o n f i r m e d  w h e n  t h e  

o t h e r  h a l f  of  t h e s e  h y d r o l y s a t e s  w e r e  r e d u c e d  a n d  c o n v e r t e d  

t o  t h e  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  w h i c h  w e r e  a n a l y s e d  b y  

g.  1. c .  T a b l e  4.  7 s h o w s  t h e  m o l a r  p r o p o r t i o n  o f  t h e
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c o n s t i t u e n t s  s u g a r s  i n  w h i c h  t h e  g l u c o s e  e s t i m a t i o n  h a s  

b e e n  d o u b l e d .  ( S e e  p.  I 6 4 ).

T h e  r e s t  of t h e  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e s ,  1, 4, 5 a n d  6, 

a l r e a d y  e s t e r i f i e d  w i t h  d i a z o m e t h a n e  a n d  r e d u c e d ,  w e r e  

m e t h y l a t e d  ( s e e  E x p t .  4 . 2 4 ) ,  t h e n  h y d r o l y s e d ,  r e d u c e d  

a n d  f i n a l l y  c o n v e r t e d  to  t h e  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  

a n d  a n a l y s e d  b y  g.  1. c . a n d  g. 1. c . - m .  s . b o t h  w i t h  E .  I 

a n d  C . I.  m e t h o d .

S p e c t r a  of  g. 1. c .  - m .  s .  a n a l y s i s  of  t h e  m e t h y l a t e d  

o l i g o s a c c h a r i d e s  w e r e  d i f f i c u l t  t o  i n t e r p r e t  b e c a u s e  of  t h e  

c o m p l e x  m i x t u r e s  of  s u g a r s  p r e s e n t  i n  o l i g o s a c c h a r i d e s  1 

a n d  4 a n d  t h e  c o n c l u s i o n s  c a n  o n l y  b e  r e g a r d e d  a s  t e n t a t i v e .

A c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e  1 s e e m s  t o  h a v e  a  v e r y  c o m p l e x  

s t r u c t u r e  a n d  p r o b a b l y  i s  a  v e r y  l a r g e  m o l e c u l e .  T h e  

p r e s e n c e  of  t h e  f o l l o w i n g  a c e t y l a t e d  a n d  m e t h y l a t e d  a l d i t o l s  

w a s  d e t e c t e d :

1, 5 - D i - O - a c e t y l -  2, 3, 4, 6 - 1 e t r  a  - O - m  e t h y l  g l u c i t o l  

1, 5 - D i - O - a c e t y l - 2, 3, 4, 6 - t e t r a - O - m e t h y l  m a n n i t o l  

1, 5 - Di  - O - a c  e t y l -  2, 3, 4 - t r i - O - m e t h y l  f u c i t o l  

1, 5 - D i  - O - a c e t y l - 2, 3, 4 - t r i - O - m e t h y l  x y l i t o l  

1, 3, 5 - T r i - _ 0 - a c e t y l - 2 ,  4, 6 - t r i - _ 0 - m e t h y l  g l u c i t o l  

1, 3, 5-  T r i - O - a c e t y l -  2, 4, 6 - t r i - O - m e t h y l  m a n n i t o l  

1, 2, 5-  T r i - O - a c e t y l -  3, 4, 6 - t r i - O - m e t h y l  g l u c i t o l  

1, 2, 5-  T r i - O - a c e t y l -  3, 4, 6 - t r i - O - m e t h y l  m a n n i t o l  

1, 2, 5 - T r i - 0 - a c e 4 ; y l - 3, 4, 6 - t r i - O - m e t h y l  g a l a c t i t o l

1 . 4 ,  5 - T r i - 0 - a c e t y l - 2 ,  j ,  6 - T  r i - O - m e t h y l  g l u c i t o l

1 . 3 . 4 ,  5 - T e t r a - 0 - a c e t y l - 2 ,  6, D i - O - m e t h y l  g a l a c t i t o l

1 . 2 . 4 ,  5 - T e t r a - O - a c e t y l - 3 , 6 ,  D i - O - m e t h y l  m a n n i t o l

1 . 4 ,  5, 6 - T e t r a - O - a c e t y l - 2 , 3 - D i - O - m e t h y l  m a n n i t o l  

1 , 2 , 5 ,  6 - T e t r a - O - a c e t y l - 3, 4 ,  D i - O - m e t h y l  g l u c i t o l

1 . 4 ,  5, 6 - T e t r a -  O - a c e t y l - 2 ,  3, D i - O - m e t h y l  g a l a c t i t o l

T h e  p r e s e n c e  o f  t e t r a - O - m e t h y l  h e x i t o l s  a n d  t r i - O - m e t h y l  

f u c i t o l  a n d  x y l i t o l  t o g e t h e r  w i t h  d i - O - m e t h y l  g a l a c t i t o l ,  

m a n n i t o l  a n d  g l u c i t o l  f r o m  t h i s  o l i g o s a c c h a r i d e ,  a s s u m i n g
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c o m p l e t e  m é t h y l a t i o n ,  i n d i c a t e s  t h e  p r e s e n c e  o f  a  h i g h l y  

b r a n c h e d  m a c r o m o l e c u l e .  In  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e  ^ 

g. 1. c .  - m .  s .  s p e c t r u m  s h o w s  t h e  p r e s e n c e  of  t h e  

f o l l o w i n g  m e t h y l a t e d  a l d i t o l  a c e t a t e s :

1, 5 - D i - O  - a c e t y l - 2 ,  3, 4, 6 - t e t r a - O - m e t h y l -  g l u c i t o l

1, 5- D i - ^ -  a c e t y l -  2, 3, 4, 6 - t e t r a -  O - m e t h y l - m a n n i t o l

1, 5 - D i - O - a c e t y l -  2, 3, 4 - t r i - O - m e t h y l -  f u c i t o l

1, 3, 5 - T r i - O - a c e t y l  - 2, 4, 6 - t r i - O - m e t h y l -  g l u c i t o l

1, 2, 5 - T r i - _ 0 - a c e t y l - 3, 4, 6 - t r i - O - m e t h y l - m a n n i t o l
1 , 4 ,  5 - T r i - O - a c e t y l - 2,  3, 6 - t r i - O - m e t h y l - g l u c i t o l  
1, 5, 6 - T r i - 0 - a c e t y l - 2 ,  3, 4 - t r i - O - m e t h y l - m a n n i t o l

1, 3, 5 - T r i - 0 - a c e t y l - 2 ,  4 - d i - O - m e t h y l - f u c i t o l

It  i s  d i f f i c u l t  t o  d r a w  a n y  o t h e r  f i r m  c o n c l u s i o n s  f r o m  t h e

m é t h y l a t i o n  r e s u l t s  of  t h e s e  t w o  o l i g o s a c c h a r i d e s  1 a n d  4

a p a r t  f r o m  t h e  f a c t  t h a t  t h e  o r i g i n a l  p o l y m e r  c o n t a i n s

( l  —^ 3 ) -  a n d  ( l  —^ 2 )  - l i n k e d  g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  m a n n o s e ;

( l  —► 4 ) - l i n k e d  g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  ( l  —" ^ 2 ) - l i n k e d  g a l a c t o s e .

T h e y  do  h o w e v e r  p r o v i d e  c o n c l u s i v e  e v i d e n c e  t h a t  a l l  t h e

s u g a r s  a r e  p r e s e n t  i n  a  s i n g l e  p o l y s a c c h a r i d e  a n d  a r e  no t

p r e s e n t  a s  c h a i n s  of  s i n g l e  p o l y s a c c h a r i d e s  h e l d  i n  a

s i n g l e  m a c r o m o l e c u l e  b y  l i n k a g e  t o  p r o t e i n  a s  i n  s o m e  o f
6

t h e  a n i m a l  p r o t e o  g l y c a n s

S i m i l a r  m é t h y l a t i o n  o f  a c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e  5 g a v e  

t h e  f o l l o w i n g  a l d i t o l  a c e t a t e s .

1, 5 - D i - _ ^ - a c  e t y l - 2, 3, 4, 6 - t e t r a - O - m e t h y l -  g l u c i t o l  

‘1, 3, 5 - T r i - O - a c e t y l - 2, 4 - d i - O - m e t h y l - f u c i t o l  

1, 3, 5 - T r i - j O  - a c e t y l -  2, 4, 6 - t r i - O - m e t h y l - g l u c i t o l  

1, 5, 6 - T r i - _ 0 - a c e t y l - 2, 3, 4 - t r i - O - m e t h y l -  g l u c i t o l

C o n s i d e r i n g  t h a t  t h i s  m o l e c u l e  i s  p r o b a b l y  a  t r i s a c c h a r 

i d e  ( S e e  i n  T a b l e  4 . 6 ) ,  a n d  t h a t  t h e  m o l a r  p r o p o r t i o n  of

t h e  c o n s t i t u e n t s  i s  2:1 = g l u c u r o n i c  a c i d : f u c o s e  ( s e e  T a b l e  4 . 7 )  

t h e  f o l l o w i n g  s t r u c t u r e s  a r e  p o s s i b l e  f o r  t h i s  a c i d i c  o l i g o 

s a c c h a r i d e :
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1) G l u e ,  A c i d -  ( 1 —► 3 ) - F u c o s e - (  1 —*^3)- G l u e  u r o n i c  a c i d .

2) G lu e  . A c i d -  ( 1 — ► 3 ) - G l u e .  A c i d  - ( 1 —^ 3 ) - F u c o s e

A c i d i c  o l i g o s a c c h a r i d e  6 w h i c h  f r o m  i t s  m o b i l i t y  ( s e e  

T a b l e  4. 6) i s  p r o b a b l y  a  d i s a c c h a r i d e  g a v e  r i s e  to  t h e  

f o l l o w i n g  m e t h y l a t e d  a l d i t o l  a c e t a t e s .

1, 5 - d i - O - a c e t y l - 2, 3, 4 - t r i - O - m e t h y l  f u c i t o l  

1, 3, 5 - t r i - O - a c e t y l - 2, 4 - d i - O - m e t h y l  f u c i t o l  

1, 5, di ,  O - a c e t y l - 2 ,  3, 4, 6 - t e t r a - O - m e t h y l  g l u c i t o l  

1, 3, 5 - t r i - O - a c e t y l - 2, 4, 6 - t r i - _ 0 - m e t h y l  g l u c i t o l

T h i s  m a t e r i a l  c o n t a i n s  a t  l e a s t  4 m o l e c u l e s  of

g l u c u r o n i c  a c i d  to  o n e  of  f u c o s e  ( s e e  T a b l e  4.  7) a n d  i s

t h e r e f o r e  p r o b a b l y  a  m i x t u r e  of  t w o  a l d o b i o u r o n i c  a c i d s

of  w h i c h  t h e  p o s s i b l e  s t r u c t u r e s  c o u l d  b e ;

G l u e . A c i d  - ( l  —^ 3 )  - F u c o s e

G l u e .  A c i d  - ( 1 —^ 3 ) -  G l u e .  A c i d

w i t h  a  h i g h e r  p r o p o r t i o n  of  t h e  l a t t e r .
4

T h e  E g y p t i a n  w o r k e r s  a l s o  i s o l a t e d  c o m p l e x  

o l i g o u r o n i c  a c i d s  ( e a c h  c o n t a i n i n g  a t  l e a s t  f o u r  m o n o s a c c 

h a r i d e s )  f r o m  t h e i r  p a r t i a l  a c i d  h y d r o l y s a t e s  a n d  t h e y  to o  

f o u n d  c o m p l e t e  c h a r a c t e r i s a t i o n  of  t h e s e  f r a g m e n t s  i m p o s s i b l e .  

F r o m  n o n e  of  t h e i r  h y d r o l y s a t e s  d id  t h e y  s u c c e e d  i n  s e p a r a t i n g  

f r a g m e n t s  c o n t a i n i n g  o n l y  f u c o s e  a n d  g l u c u r o n i c  a c i d .
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4 . 2 . 3 .  C h a r a c t e r i s a t i o n  of  t h e  w a t e r  s o l u b l e  a n d  w a t e r  i n s o l u b l e  

p o l y m e r i c  m a t e r i a l  r e s i d u e s  a f t e r  p a r t i a l  a c i d  h y d r o l y s i s  

w i t h  0 . 25 M o x a l i c  a c i d .

T h e  s m a l l  m o l e c u l e s  i n  t h e  h y d r o l y s a t e  w e r e  s e p a r a t e d  

f r o m  t h e  l a r g e r  p o l y m e r i c  m a t e r i a l  b y  d i a l y s i s .  T h e  l a r g e r  

p o l y m e r i c  m a t e r i a l  c o m p r i s e d  a  w a t e r  s o l u b l e  a n d  a  w a t e r  

i n s o l u b l e  r e s i d u e  w h i c h  a f t e r  f r e e z e - d r y i n g  w e i g h e d  1 . 2 g. 

(15% of  s t a r t i n g  m a t e r i a l )  a n d  1 . 6 3  g.  ( 2 0 . 4 %  o f  s t a r t i n g  

m a t e r i a l )  r e s p e c t i v e l y .  S e e  F l o w  c h a r t  VI o n  p a g e  149 

I n  T a b l e  4 . 9  b e l o w ,  t h e  p r o p e r t i e s  of  t h e s e  r e s i d u e s  a r e  

s h o w n .
T A B L E  4 . 9

C o n s t i t u e n t s  of  w a t e r  s o l u b l e  a n d  w a t e r  i n s o l u b l e  r e s i d u e s  r e c o v e r e d

f r o m  t h e  p a r t i a l  h y d r o l y s i s  w i t h  0 . 2 5 M  o x a l i c  a c i d .

C a r b o h y d r a t e
c o n t e n t

U r o n i c  A c i d  P r o t e i n  
c o n t e n t  c o n t e n t

A s h
c o n t e n t

S o l u b l e 70 - 80 25 12 
(30% o n  c a r b o h y d r )

5. 3

I n s o l u b l e 10

4
A l l  t h e  f i g u r e s

3 10 
(30% o n  c a r b o h y d r )

a r e  g i v e n  i n  p e r c e n t a g e s .

23 .  6

W a t e r  i n s o l u b l e  r e s i d u e

B e c a u s e  of  t h e  l ow  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t ,  t h e  h i g h  a s h
4 2

c o n t e n t  a n d  t h e  p r e s e n c e  of  C a  ( i n d i c a t e d  b y  a  s t r o n g  r e d  

c o l o u r  on  t h e  f l a m e  w i t h  P t  w i r e ) ,  i t  i s  r e a s o n a b l e  to  

c o n c l u d e  t h a t  t h e  i n s o l u b l e  p o l y m e r i c  r e s i d u e  i s  m a i n l y  

i n o r g a n i c ,  b u t  w i t h  g l u c u r o n i c  a c i d ,  m a n n o s e  a n d  g l u c o s e  

i n  s m a l l  p r o p o r t i o n  T h e  p r e s e n c e  of  t h e s e  c a r b o h y d r a t e s  

w a s  r e v e a l e d  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s i s  o f  a 

h y d r o l y s a t e  of  t h i s  m a t e r i a l  ( E x p t .  4. 28) .  T h e  p r e s e n c e  of 

t h e  a b o v e  n e u t r a l  s u g a r s  a s  w e l l  a s  t r a c e s  o f  f u c o s e , x y l o s e  

a n d  g a l a c t o s e  w a s  c o n f i r m e d  b y  g . l . c .  a n a l y s i s  o f  t h e  a l d i t o l
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a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  of  t h e  h y d r o l y s a t e .  A p p r o x i m a t e l y  

45% of g l u c i t o l  a n d  38% of  m a n n i t o l  w e r e  f o u n d  

( s e e  T a b l e  4. 1 O).

T h e  r e l a t i v e l y  h i g h  p e r c e n t a g e  o f  g l u c o s e  f o u n d  

i n  t h i s  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  c o u l d  b e  a n o t h e r  i n d i c a t i o n  of 

t h e  p r e s e n c e  of  s o m e  c e l l  w a l l  m a t e r i a l  a s  p r e v i o u s l y  

f o u n d  i n  t h e  o r i g i n a l  e x t r a c t .  T h e  p e r c e n t a g e  of  c a r b o h y d r a t e  

a n d  p r o t e i n  c o n t e n t  ( s e e  T a b l e  4. 9) c o u l d  i n d i c a t e  a l s o  t h a t  

t h i s  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  c o m p r i s e s  a  m a j o r  p r o t e i n  m o i e t y  

l i n k e d  to  t h e  p o l y s a c c h a r i d e .

A s a m p l e  o f  t h i s  i n s o l u b l e  p o l y i ' n e r i c  m a t e r i a l  ( 100  m g .  ) 

w a s  d i s p e r s e d  i n  w a t e r  (50 m l )  a n d  t r e a t e d  a s  s t a t e d  i n  

E x p e r i m e n t  4. 30 i n  a n  a t t e m p t  to  r e m o v e  t h e  m a x i m u m  of  

c a r b o h y d r a t e  a n d  p r o t e i n  i n i t i a l l y  i n s o l u b l e  i n  w a t e r .  F r e e z e - d r i e d  

s o l u b l e  m a t e r i a l ,  16 m g  (16% of  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l )  w a s  

r e c o v e r e d  a n d  61 m g  w e r e ^ f o u n d  to  r e m a i n  i n s o l u b l e .  T h i s  i s  

a 77% r e c o v e r y  of  the  i n i t i a l  s a m p l e .  T h e  23% l o s s  c a n  be  

e x p l a i n e d  by  the  d i f f i c u l t y  of  C o m p l e t e  s e p a r a t i o n  o f  i n s o l u b l e  

m a t e r i a l  f r o m  t h e  g l a s s  f i b r e  m i l l  ip  o r e  f i l t e r .  F r o m  th e  16 m g  of  

s o l u b l e  p r o d u c t ,  4 .  3 m g ,  w e r e  f o u n d  to be p r o t e i n  a n d  5. 7 m g

c a r b o h y d r a t e .  T A B L E  4. 10

M o l a r  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  o f  s u g a r s  c o n s t i t u e n t s  i n  

w a t e r  s o l u b l e  a n d  w a t e r  i n s o l u b l e  r e s i d u e s .

F  u c o s e  X y l o s e  M a n n o s  e G a l a c t o s e  G l u c o s e

S o l u b l e  1 1 1 4 . 7  1 . 6  3

I n s o l u b l e  1.5 1 15 4 . 2  1 7 . 5

W a t e r  s o l u b l e  r e s i d u e

T h e  s o l u b l e  p o l y m e r i c  r e s i d u e  f r o m  t h e  p a r t i a l  a c i d  h y d r o l y s i s  

r e c o v e r e d  f r o m  i n s i d e  t h e  d i a l y s i s  s a c  h a s  a  h i g h  c a r b o h y d r a t e  

c o n t e n t  (ca.. 8 0%, a s  s h o w n  i n  T a b l e  4 . 9 )  w h i c h  r e p r e s e n t s  

a b o u t  20% of  t h e  i n i t i a l  p o l y s a c c h a r i d e .

A  h y d r o l y s a t e  of  t h i s  s o l u b l e  m a t e r i a l  a n a l y s e d  b y  

p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  ( s e e  E x p t .  4 . 2 8 )  s h o w e d  t h e  p r e s e n c e
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of  g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  m a n n o s e  w i t h  s o m e  t r a c e s  of  g l u c o s e .  

T h i s  w a s  c o n f i r m e d  f o r  m a n n o s e  a n d  g l u c o s e  w h e n  t h e  

a c e t a t e  d e r i v a t i v e  of  t h e  h y d r o l y s a t e  w a s  a n a l y s e d  b y  g . l . c .  

a n d  a  70% of  m a n n o s e  w a s  f o u n d  a n d  o n l y  7% of  g l u c o s e .

M o l e c u l a r  w e i g h t  of  t h i s  s o l u b l e  r e s i d u e  w a s  e s t i m a t e d  

b y  e l u t i o n  o f  a  s a m p l e  t h r o u g h  a  S e p h a r o s e  4B c o l u m n  

( s e e  E x p t . 4 .  29) .

F i g u r e s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  " S e l e c t i v i t y "  c u r v e  f o r  

S e p h a r o s e  4B ( F i g .  3 . 7 p .  98 ) g a v e  a  m o l e c u l a r  w e i g h t

of c_a. 8^ 000  c o n f i r m i n g  t h a t  t h i s  i s  a  c o m p a r a t i v e l y  l a r g e  

p o l y m e r i c  m a t e r i a l  w i t h  a p p r o x i m a t e l y  44  u n i t s  of  m o n o 

s a c c h a r i d e  r e s i d u e s .

T h e s e  r e s u l t s  t o g e t h e r  w i t h  t h e  h i g h  g l u c u r o n i c  a c i d  

c o n t e n t  o f  t h i s  r e s i d u a l  m a t e r i a l  p r o v i d e s  e v i d e n c e  t h a t  

t h e  i n t e r i o r  of  t h e  " f u c a n "  m a c r o m o l e c u l e  c o n s i s t s  of 

s o m e  44  u n i t s  of  a  g l u c u r o n o s y l  m a n n a n  a n d  t h a t  t h i s

c o m p r i s e s  s o m e  20% of  t h e  w h o l e  " f u c a n "  .
1 13

T h i s  s t r u c t u r e  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  H a n d  C n . m .  r .  

s p e c t r a  o f  t h e  r e s i d u a l  m a t e r i a l .

n . m .  r .  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  400  M H z  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  2 50 M H z  a t  3 5 8 ° K  w i t h  a n d  w i t h o u t  

D C l .  D a t a  a r e  r e f e r r e d  t o  400  M H z  w i t h  e x t e r n a l  r e f e r e n c e  

D SS.

S o m e  c l e a r  f e a t u r e s  f r o m  t h e  s p e c t r u m  a r e ,

1) 5. 38 6 , a  v e r y  b r o a d  p e a k .  M u s t  b e  a n  e q u a t o r i a l  a n o m e r i c  

p r o t o n  f r o m  s h i f t .  So,  a n  a - D - ( o r  P - L )  s u g a r  r e s i d u e  m u s t  

b e  p r e s e n t .

2) 5. 27  5 , a  s m a l l  d o u b l e t  w i t h  a  c o u p l i n g  c o n s t a n t  J  2H z  

i s  p o s s i b l y  t h e  r e d u c i n g  v e r s i o n  o f  1).

3) 4 . 4 8  a n d  4 . 4 6 ,  a  p a i r  o f  d o u b l e t s .  T h e  l a t t e r  o f  g r e a t e r  

i n t e n s i t y  a n d  t h e  t o t a l  i n t e n s i t y ,  c o n s i d e r i n g  b o t h  p a i r s  of
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d o u b l e t s  i s  r o u g h l y  t h e  s a m e  a s  l ) .  T h e r e  a r e  c l e a r  

s p l i t t i n g s  o f - ^ 8 H z  i n  e a c h  c a s e .  T h e  c h e m i c a l  s h i f t  

i m p l i e s  a n  a n o m e r i c  a x i a l  p r o t o n  a n d  t h e  c o u p l i n g  i m p l i e s  

a n  a x i a l  p r o t o n  o n  C - 2  a s  i n  a  P - D -  g l u c o  u n i t  i n  t h e  n o r m a l  

c o n f o r m a t i o n .

4 ) 4 .  156 , b r o a d  p e a k  w i t h  s o m e  s p l i t t i n g  of  ̂  3 H z .

5) 3. 3 9 Ô , a  q u a r t e t .  T h e r e  a r e  c l e a r  s p l i t t i n g s  of  8 a n d  9 H z .  

T h i s  m u s t  c o r r e s p o n d  t o  a n  a x i a l  p r o t o n  c o u p l e d  t o  tw o  

d i f f e r e n t  v i c i n a l  a x i a l  p r o t o n s ,  f o r  e x a m p l e  p r o t o n s ,  2, 3, 4

of  a  g l u c o - u n i t  o r  p r o t o n  4 o f  a  m a n n o  - u n i t  i n  t h e

n o r m a l  c o n f o r m a t i o n .

T h e  e f f e c t  o f  D C l  o b v i o u s l y  o f f e r e d  s o m e  c h a n g e s ,

f e a t u r e  a t  3 . 6 5  c h a n g e s  l o s i n g  i n t e n s i t y  w h i c h  p o s s i b l y

r e a p p e a r s  a t  4 .  05 . T h e s e  5 v a l u e s  a r e  l o w  f o r  a  u r o n i c

a c i d  H -  5.
13

C n . m .  r .  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  100 M H z  u s i n g  

T S P  a s  e x t e r n a l  r e f e r e n c e .

T h e  s p e c t r u m  r e p r o d u c e d  i n  F i g u r e  4 .  8 . p. 1 74 s h o w s  

t w e l v e  m a j o r  p e a k s  a t  t h e  c h e m i c a l  s h i f t  v a l u e s  g i v e n  b e l o w  

i n  T a b l e  4.11, t o g e t h e r  w i t h  a  n u m b e r  (ca^. 17 p e a k s )  o f  m i n o r  

p e a k s .

T h e s e  t w e l v e  p e a k s  a r e  s t r o n g l y  s u g g e s t i v e  o f  a  

p o l y m e r  w i t h  a  d i s a c c h a r i d e  r e p e a t i n g  u n i t .

C h e m i c a l  e v i d e n c e  a n d  ^H n . m . r .  s t u d i e s  s u g g e s t  

P - P - g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  a - P - m a n n o s y l  c o n s t i t u e n t s  i n  t h e  

r a t i o  1:1.
13

T h e  e x p e c t e d  C c h e m i c a l  s h i f t s  f o r  t h e s e  u n i t s  

i n  t h e  p y r a n o s e  f o r m s  a r e  g i v e n  b y  B a r k e r  a n d  W a l k e r  

a n d  r e p r o d u c e d  i n  T a b l e  4.11.
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C a r b o n  a n d  C o m p o u n d s

T A B L E  4. 1 1

C h e m i c a l  s h i f t s  f r o m  C h e m .  S h i f t s  o b s e r v e d  w i t h  
r e f e r e n c e  (7)_________  t e n t a t i v e  a s s i g n m e n t _______

C - 6 (3 - D - G l u c . Ac  . ' 1 7 5 . 4 1

C - 1 (3 - P - G l u c . A c . 104.  3 1 0 4 . 4 0

C - 1 a -  D -  M a n n . 1 0 1 . 9 1 0 1 . 2 8

C - 3 P - JD- G l u e  . Ac  . 76 .  5 V 75.  96

C - 5 P - P -  G l u e  Ac  . 75.  6 J 75 .  52

C - 2 P - P -  G l u e . Ac  . 7 3 . 8

C - 5 CL - P - M a n n . 73.  7

C - 4 p - D - G l u c  . A c  . 72 .  3 ? > 72.  37

C - 3 a - p - M a n n . 7 1 . 8 \
C - 2 a - D - M a n n . 7 1 . 2

J
C - 4 a - D - M a n n . 6 8 .  0 ? > 6 9 . 7 1

C - 6 a - D - M a n n . 6 2 .  1 J
6 3 .  36

F o u r  o b s e r v e d  p e a k s  a t  78.  13, 7 8 . 6 3 ,  79.  83 a n d  80 .  58 c o u l d

n o t  b e  a s s i g n e d ;  t w o  of  t h e s e  c a n  b e  a c c o u n t e d  f o r  b y  l i n k a g e
8

p o s i t i o n s  w h i c h  a l w a y s  d i s p l a y  u p f i e l d  s h i f t s  b u t  t h i s  s t i l l

l e a v e s  t w o  p e a k s  u n a s s i g n a b l e .  T h e r e  a r e  no l a r g e  a d d i t i o n a l

p e a k s  i n  t h e  s p e c t r u m  t h a t  m i g h t  a r i s e  f r o m  o t h e r  s u b s t i t u e n t s .

T w o  p o s s i b i l i t i e s  c o u l d  b e  3, 6 - l a c t o n e  f o r m a t i o n  b y  t h e

g l u c u r o n i c  a c i d  u n i t s ,  o r  t h e  p r e s e n c e  o f  f u r a n o s e  r i n g s .

T h e  l a t t e r  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  f o r  g a l a c t o s e ,  a r a b i n o s e  a n d
9

f r u c t o s e  c o n t a i n i n g  p o l y s a c c h a r i d e s  . A  m o r e  d e f i n i t e

s t r u c t u r a l  a s s i g n m e n t  i n  t h e  p r e s e n t  c a s e  w i l l  r e q u i r e  f u r t h e r

d e g r a d a t i v e  w o r k  s u c h  a s  p e r i o d a t e  o x i d a t i o n  s t u d i e s  a n d  
13

f u r t h e r  C n . m . r .  r e f e r e n c e  s p e c t r a  o f  m o d e l  c o m p o u n d s .

E v i d e n c e  f o r  t h e  p r e s e n c e  of  a  b a c k b o n e  c h a i n  o f

D- g l u c u r o n i c  a c i d  a n d  D -  m a n n o s e  r e s i d u e s ,  f o r  t h e  a c i d

e x t r a c t e d  " f u c a n "  of  S a r g a s s u m  l i n i f o l i u m  h a s  p r e v i o u s l y  
4

b e e n  a d v a n c e d

A t  t h e  s a m e  t i m e  t h e  p r e s e n t  p a r t i a l  h y d r o l y s i s  s t u d i e s
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o n  L e s  S o n i a  n i g r e s c e n s  h a v e  s h o w n  t h a t  a  p r o p o r t i o n  o f  t h e  

g l u c u r o n i c  a c i d  r e s i d u e s  i s  l i n k e d  t o  f u c o s e ,  t h a t  t h e  

m a j o r i t y  o f  t h e  g a l a c t o s e  r e s i d u e s  a r e  m u t u a l l y  l i n k e d  i n  

c h a i n s ,  a n d  t h a t  on  t h e  p e r i p h e r y  of  t h e  m o l e c u l e s  a r e  

t h e  m a j o r i t y  of  t h e  f u c o s e  a n d  x y l o s e  u n i t s .

T h e  f a c t  t h a t  i n  b o t h  s o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  p o l y m e r i c  

m a t e r i a l ,  p r o t e i n  a n d  c a r b o h y d r a t e  a r e  f o u n d ,  s u p p o r t  t h e  

i n d i c a t i o n s  p r e v i o u s l y  f o u n d  t h a t  p r o t e i n  a n d  p o l y s a c c h a r i d e  

a r e  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  i n  t h e  s e a w e e d  a n d  d i f f i c u l t  to  

s e p a r a t e  i n  t h e  e x t r a c t s .
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