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pour les bactéries.hétérotrdphes (3.

INTRODUCTION-

L'eau de mer contient en différentes proportions les composés
organiques les plus divers. Une approche possible de ce vaste domaine

d'étude consiste en la mise au point de méthodes de dosage de ces cons-<

‘tituants, soit sous la forme de dosages globaux, soit sous la forme de

dosages spécifiques.

Le dosage ‘spécifique de la matidre organique (M0) dans 1l'eau

" de mer pose des problémes analythues importants en grande partle du

fait des faibles concentrations de celle-ci et de la presence ‘de grandes
quantités de sels. En outre, les dosages spécifiques sont souvents longs

et délicats & mettre en oeuvre et ils ne peuvent s adresser qu'a un nom-

- bre 11m1te d! echantlllons.

En travaxllant 3 la mise au point du dosage speclflque des

carbohydrates (CHO) dans l'eau de mer par Chromatographle Liguide a

Haute Performance (HPLC), nous avons essayé d' apporter ‘une contri-

bution a la resolutlon de ces problémes.

Les glucxdes sont des constituants 1mportants de la matiere
organlque partlculalre (MOP) et notamment du phytoplancton ol ils
. représentent en moyenne de 15 & 40 7 du poids sec {(1). Ils représen—
tent avec les acides aminés la fraction labile de 1la matigre organique

digsoute (MOD) et sont directement associés aux.processus géochimiques

qui ont lieu dans 1! env1ronnement marin (2). Ces composés sont rapide~

‘ment recyclés et constituent donc une source considérable de mourriture




Le dosage des carbohydrates dlSSOUS totaux (CHODT) et des

: tarbohydrates partlculalres totaux (CHOPT) dans 1'eau de mer a ete

entrepris par un grand nombré de chercheurs (4-6). Ceci est peut

étre di au fait que ces composes representent ‘une fractlon impor—

tante de la matiére organlque du milieu marin et, qu'ils Jouent un

-role prépondérant dans les phenomenes liés a la vie. o




OBJECTIFS DE L'ETUDE : .

Les objectifs de la présente'étude sont multiples et

sont & situer dans un cadre plus général. Il s'agit :

1. de sélectionner parmi les méthodes d'analyses chro-
matographiques (HPLC) existantes, celles susceptibles d'&tre. adap-
tées a notre appareillage puis de mettre au point la méthode retenue

pour le dosage spécifique des sucres aussi bien dans la MOP que dans

‘la MOD.

2. d'utiliser cette méthode d'analyse & 1'étude des car-—

. bohydrates dans la Rade de Brest.
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[ - CLASSIFICATION ET-STRUCTURE DES GLUCIDES

[-1 CLASSIFICATION'E

o
K

‘Les hydrates de carbone {saccharides) sont des polyhydroxyalde-

hydes (aldoses) et des polyhydroxycétones (cétoses) aliphatiques.

" Plus généralement, on appelle glucides toutes les substances qui

dérivent biogénétiquement de.ces composés (polyols, aminosides,

acides uroniques, oligosaccharides, polysaccharides, etc...).

‘Les hydrates de carbome ou glucides sont formés dans les

-~ plantes vertes par photosynthése -

X0, + Xﬁzq_f_f"_’(cuzo)x *X0, o

Leur cla551f1cat10n est basée sur la natute constltutlve

et le degre de polymerlsatlon des molecules.

La figure I donne une. c1a351f1cat10n simple des gluc1des.

-

uﬂuonccn.\unu .

 Poatass (GHLO,) - Hewss (GHLOY). - Haptosrs (C;H,0,)
- -arabinose o pglucose ~ pesedobeptulose
D-aylose - p-galactose
: OLIGOKAOCHARIDES s o
. Disaccherida .  Trisaccharid
saccharows {p-glucose 4 pfiuctose) - .. raffinose {D-glucose 4 D-fruciose -
maitose (D-glucose + p-glucoee} . + p-galactose) -

. lacuse (o-galactose + p-glucose)

POLYSACCHANIDES

Vit . Asimess
- amidon - . glycopins
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-2 STRUCTURE

_ Les oses existent.essentiellement sous forme cyélique‘de
type "furanose" ou "pyranose" (fig. 2). La cyclisation de la molé-
cule donne naissance 3 un nouveau centre d'assymétrie : le carbome
C{'dcnnant deux anoméres o et B . Dans 1'anomére P , 1'hydroxylé du -

carbone C3 est au-dessus du plan de la molécule et inversement pour.

-1'anomeére ¥ . En milieu aqueux, ces deux formes sont en équilibre

réciproque par l'intermédiaire de la forme ouverte (fig. 3)

1'équilibre 65 7, du glucose, se’ trouve sous forme B (la plus

 stable) et 35 Z sous forme ) .-

La figure 4 montre la structure de certains oses. -

11 - DOSAGE.DES GLUCIDES.TOTAUX -

La plupart de ces déterminations sont réalisées par colo—

'rimétrie. Ces méthodes utilisent soit le pouvoir réducteur des oses,

soit leur propriété de donner des dérivés du furfural sous 1'act10n

de 1'acide sulfurique concentré,

II 1 REACTIONS BASEES SUR LE CARACTERE REDUCTEUR DES

OSES
Ces réactions utilisent la capacité des oses de réduire
les sels cuivriques pour donner une coloration variable suivant la
nature du dérivé (7).

Dt autres sont basées sur la reductlon des sels de ‘tétra-

zollum (8) ou celle de 1' hexaferrlcyanure de pot3551um en milieu -

ba51que (9)
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Figure 3 : Equilibre dynomique entre

OoH .- .
anose

Figure 2 : Formes ouverte et cycliquesdu glucose

les anoméres o ot  du glucose.

H OH
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II 2 REACTIONS DE FORMATION DES DERIVES DU FURFURAL
- PAR L ACIDE SULFURIQUE

Ce sont les reactlons les plus utlllsees pour le dosage

des gluc1des 3 car elles sont fac11es a mettre en oeuvre et de plus

" rapides..

_ _Les oses en présence d'acide sulfurlque concentré donnent 
un derlve du furfural-{furfuraldéhyde pour les pentoses, et hydro-

xymethyl*furfuraldehyde pour les hexoses, fig. ).

-CHO "~ HO-CIY,

Hydroxy—uraldéhyde

Figure 3 : Dérivés furfuraux UGS_PSCS-:_'

Ces derlves reaglssent avec divers composes tels que le
phenol le L-tryptophane, 1'orcinol, 1°' anthrone, la cystelne, le
N~-éthylcarbazol, le resorc1nol et 1 hydroxy-S tetralone~1 pour-

donner des derlves colores.-

[1-3  AUTRES METHODES

La determlnatlon quantltatlve de gLUCldES par preparatlon__

5 de dérivés fluorescents ‘est moins utilisée. Cependant, 1 acxde _
“"p-hydroxybenz01que (10), 1'éthylénédiamine (11) la eyano-2 acetam1de
(12}, les derlves de 13 xanthenone (13), ont été utilisés dans ce
but, ' ' o ' '




On.ppurrait aussi citer les méthodes enzymatiques (14),
 les doéages'gmpérométriQues (15) et la réaction avec le chlorhy-
drate de 3méthyl-2 bénza;hiazoliné ou MBTHV(16). Cetté_derniére
utilise la propriété de 1'acide périodique de dégrader les composés

polyhydroxyles en formol qul est. ensulte dose par le MBTH. Cepen-

- dant, son appllcatlon est tres longue pulsqu elle nécessite trois,

":'etapes, ce qui limite son ut1115at1on comme méthode de routine.

7'II—H[_bISCUSSION REEIERES *r;= ;w{q-ﬂugwn e

On peut reprocher 2 la plupart de ces methodes de donner

,des résultats dépendant de la nature des oses presents,‘et par con-
'i-seqpent, d‘etre trés approximatives. Seule 1a méthode au MBTH s afj
franchit de cette.criiique et de plus permet-le.dosage des sucres non—
. réducteurs, les polyols notamment. C'est la méthode 1la plus sen31ble
et la plus fiable pour la determlnatlon des glucides totaux dans

-~ 1'eau de mer. Malheureusement, son utilisation est-limitée pour les
causes exposées précédemment. - '

En.océanogfaphie, la.méthode au phénol-éulfuriQué (17) est _ :
la plus utilisée pour le dosage global des’ ‘glucides de la MOP (18 -20) %
et des sédiments (21- 23) Néanmoins, ‘1'application de cetta méthode
2 la détermination des CHOD est limitée, du'falt de sa faible sensi-"

bilitd, BT .

La substitution du phenol par le L-tryptophane, permet )

' d'amellorer la sensibilité de la méthode, mals 1a reproduct1b111te_ 
de celle-ci est falble EBERLEIN et HAMMER(24) obtlennent une bonne

reproductlblllte en reallsant le dosage automathuement avec un.

appare11 du type Technicon. wvv:=?é!'h~w@:#_v}f_{ﬂiﬁfva"




111 - DOSAGE SPECIFIQUE DES GLUCIDES

_ . La séparation et ie dosage des glucides fait appel aux _
méthodes chromatographiques ; qu'elles soient sur papier (25) 3 sur
plaque (26) ; liquide (27, 28), gazeuse (29) ou HPLC (30- 34).

. Dans le milieu marin plusieurs auteurs ont réalisé la .
séparation des oses par chromatographie sur papier (18, 35), ﬁar-
chromatographie gaseuse (36, 37); par chromatographie d'échange .
d'ions (3, 21, 39, 38). o -

Depuié quelques années, la chromatographie en phase ‘liquide
bénéficie d'un regain d'intérét grice a des séparations rapldes ob—
tenues a present en moins d'une heure. Ce développement est dd essen—
t1e11ement 3 une plus grande efficacité des colonnes et 3 1'utilisa- .
tion d'une vitesse de phase_moblle.elevee;_w.r:r» e o . ;

_ ' ~Compérée aux autrés méthodes-dfénalyse des oses, la HPLC
est plus rapide, plus sensible et plus apte 4 1'analyse de routine
que la chromatographie sur papier ou sur colomne a4 pression atmos=.
pherlque. Seule, la chromatographle gazeuse des oses demeure encore
50 a 100 fois plus sensible que la HPLC et presente quelques avanta-

‘ges quant & la séparation de certaines oses.

De nombreux résultats ont été publiés sur la HPLC des oses.

Cependant , elle pose déux problémes : la séparation et la détection.

111-1 SEPARATION ET DETECTION DES OSES EN HPLC

. La séparation des oses par HPLC a été réalisée sur différents

supports :- ) J e

- résines echangeuses d! 1ons (40)
— 'silice greffée 4 phase normale. (41)

= silice mlcropartlculalre, avec ou sans "amine modlfler (41,34).




_ 'Les-sébarations sont généfalement_bennes'etfpeuvent,3t:e*“”
 améliorées par l'utilisation de:gredients diélution, Par contre, la’
détection réalisée, soit par U.V, soit par 1'indice de réfraction,

" n'est pas sufflsamment sen51ble pour: 1 analyse des oses dans 1e

m111eu marln._“ .

[ . ]
' C'est pour palier cet inconvénient qu'ont été développées
'f des technlques comportant une transformatlon des gluc1des avant leur

L 1n3ect10n ou en sortle de colonne.

" I11-2 DERIVATIONS POST-COLONNES

. Beeueeuprde,réactifs ont été utilisés pour le dosage post=- jf
colonnes des glucides. Nous ne citerons que les principaux : bleu _
‘de tétrazolium(8) complexe du cuivre 2,2'-bicinchoninate (47}, com~
plexe de cuprammonium {43). Les:autres méthodes mettent en oeuvre

des réactifs corrosifs.

Cependant, les reactlons post-colonne s accompagnent souvent
-d'une diminution de la resolutlon des pics chromatographlques et ne
. peuvent donc pas 8tre utilisées pour doser les oses qui sont mal se- _

pares en sortie de colonne (32)

O I11-3 D'ERivATIst' PRE-COLONNES

_ A 1'inverse du cas precedent les technlques qui font appel
& une derlvatlon pré-colonne des oses par des chromophores aromathues
n'abaissent pas la qualité de leur. resolutlon, tout en multlpllant

par trois ou quatre ordres de grandeur la sensibilité de leur détec-

'-_tion. Bien plus, la fixation des chromophores accroit, en modifiant

Ies fonctions: et la structure spatiale des oses les poss1b111tes de

"separatlon chromatographlques d oses tres v0151ns dans 1'état non. der1ve.




THOMPSON - (31) et KLOAREG (32) ont ainsi sépaié les dérivés perbenzoylés

" des oses. ALPENFELS et al. (33) et MOPPER et JOHNSON (34), séparent

les oses sous forme de dansyl hydrazomes, etC...

IV - PARTIE EXPERIMENTALE =

Aprés avoir testé plusieurs méthodes (9, 31, 32), nous avons

retenu 1é méthode décrite initialement par ALPENFELS et al. (33) ;

- méthode qui a été modifiée par MOPPER et JOHNSON (34). Ces auteurs

appliquent cette méthode pour la détermination des glucides dans

les milieux biologiques et alimentaires.

Nous présentons ici une adaptation de la méhtode a 1'étude

 des oses dans le milieu marin :

 IV-1 PRINCIPE DE LA METHODE

La méthode se base sur la réaction pré-colomne des oses en
milieu acide avec le diméthylamino-5, sulfonylhydrazine-1 naphtaléne

(Dns-hydrazine) et la détection des hydrazones des sucres par spectro—'

photométrie  U.V. .~

V-2 REACTION

La Dns-hydrazine se condense en milieu acide avec les sucres

réducteurs pour donner lieu 4 la formation des Dns-hydrazones des sucres

.
.




o H‘I‘OT i e bl s N(CHB)
(HCOH), + ) - H{ZOH) + NHZNHZOZS _
HZOH ; S | - CH o _Dns—hydraz]_ne - ;;,.{. :f

"OH"'

) B N(CH y.
32 : 372 :
HC=N-NH..0 s” s

' @@ (i, | EHH o :N(CH
o 03)4 - »(HEOH) , ' H,0 ,,(HCOH) PR
z—._.'_.._cfﬂzon- G o - CH0R o H,0H .

-~ .7 " Dns-hydrazone

IV-3 MODE_OPERATOIRE -~ =~ . .

* Aprés prélévement (fig. 6) les échantillons sont filtrés
7jsur-un-filtre Whatman GF/C et congelés & -20°C. Le volume filtré \

_i variant entre 0.5 et 2 litres selon 1es stations.

_ Les flltres sont hydrolyses par 1° ac1de trlfluoroacethue
- (HTFA) 2N pendant 3 heures 1/2 a 100° C.

Les hydrolysats. sont flltres 3 nouveau et récupérés
. dans un ballon de 250 ml, puis évaporés dans un evaporateur rotatif
“a 45°C en presence de 100 pl de glycerol. '

Dans le cas de 1'eau de mer, 250 m] ont été dessalés par
- une résine mixte et évaporés sous pression réduite a 45 C.Le résidu est
'hydrolyse pendant 2 heures 1/2 avec 1 HIFA 2N et reevapore en pre—.
- sence de 100 ul de glycérol.

. Dans les deux cas, 1es re51dus 'sont reprls par 3 ml d'eau
_.bldlstlllee.jfp'
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A 300 ul de 1'échantillon, on y ajoute 15 ul d‘acide tri-

chloroacétique (10 %) et 50 pl d'une solution & 5 % de Dns-hydrazine

dans 1'acétonitrile. Solution qui doit &tre stockée au réfrigérateur

et.qui:est stable plusieurs semaines,

'La réaction s'effectue dans un tube a vis & 65°C pendant
20 Minutes et elle est arrétée par immersion dans un bain de glace.

Le dérivé doit 8tre injecté dans les 2 heures qui suivent. Dans le

_cas ot 1'injection ne peut pas se réaliser {mmédiatement aprés déri-

vation, les échantillons doivent 8tre congelés. Dans ces conditions,

ils se conservent 2 jours.

IV-4 APPAREILLAGE

Deux systémes de HPLC ont été employés : un appareil Waters . = = |

Assoclates muni d'une pompe modéle 6000 A, d'un injecteur manuel

modéle U6K, et d'un détecteur U.V. & longueur d’ onde variable, modele

‘M450. Un appareil spectra—phy51cs, modéle SP8750, muni d'un dxstrl—

buteur de solvant, modéle SP8 700 et d'un intégrateur SP4100.

T

‘R
Les separatlons sont réalisées sur une colonne Llchrospher

100 CH-18 (5 pm). Celles—-cl sont effectuées en mode isocratique a-

" température ambiante avec ume vitesse d'élution de 1 ml/min. L'éluant

utilisé est un mélange d'une solution aqueuse d'acide formique 0.02 M

et d'acétonitrile dans le rapport 88:12. La détection est faite 2

230 om.

Dans ces conditions, les Dns-sucres sont élués entre deux

pics de réactifs (fig. 7). Le premier pic correspondant 3 des produits’

. de dégradation hydrophile'de 1'exceés de réactif, notamment,,l'acide

'dansyl sulfonlque, le deuxleme pic correspondant a 1'exces de react1f

- (34).

La flgure 7 represente un chromatogramme d'une salutlon

standard
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Figure 7. Chromatogramme d'un mélange de glucldes Separatlon sur Llchrospher R
. - .. "RP=18/2(5 im). Phase mobile, acide formlque (0.02 M), acétonitrile 7
ag - (88-12) ; débit ! ml/min ; détecteur, spectrophotometre U.V., 230 nm ; :
= pression + 2500 psi. 1 = Dns maltose (7.57)% ; = Dns—galactose o
‘ 0 (7.92) ; 3 = Dns glucose (8,50) ; = Dns mannose (10.03) ; 5 = Dns
. -arablnose (10 74) ;6 = Dns xylose (10;74) s 7 = Dns fructose (10, 74
et 19, 41) Dns ribose (13.06) ; 9 = Dns rhamnose (15.93),

& Les valeurs entre parentheses indiquent les temps - de retentlon

Kk Deux pics représentant re°pect1vement 90 % et 10 Z de la quantlte
1n3ectee. : : :
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_ R ‘I .V - LES GLUCIDES DANS LE MILIEU MARIN

Tous les oses sont présents aussi blen dans la matiére organique
terrestre que marine, mais la distribution de certains d'entre eux n'est

~ pas identique dans ces deux environnements (21)

Les polysaccharides du plancton sont peu connus, i 1'inverse
des polysaccharides des algues benthique§ qui présentent une grande
importance économique.-Cependant, deux polysaccharides triés abondants

~ dans 1la MOP sont la laminarine ( -1,3-glucan), glucide de réserve du
phytoplancton, et la chitine, polysaccharide dé structure de 1l'exo-
squelette des copépodes (21).,

La présence de dix monosaccharldes dans des dlfferentes

régions de 1'océan a été rapportée., HANDA et TOMINAGA (18), DEGENS

et al., (35), MOPPER et-al;,-(3) distinguent des composés majoritai-

_ - res @ glucose, fructose, mannose; galactose et xylose, et des compo-
sants minoritaires : rhamnose, fucose, ribose et arabinose. Les tra-—

. vaux de LAANE (44) et DELMAS (21), montrent que le rthamnose, peut &8tre.
un des monosaccharides majoritaires du matériel particulaire : ceci
indiquerait la variabilité du spectre des monosaccharides, selon les

‘régions et selon les saisoms.

" Apreés avoir adapté une méthode, permettant le dosage des
glucides par HPLC, nous nous sommes intéressés a 1' analyse des car~

‘bohydrates particulaires et dissous dans la rade de Brest.

Dans une premigre partie, nous présentons une analyse des
glucides totaux et nous essayons de montrer que 1'étude de ces composés

peut étre utlllsee pour la determlnatlon de 1'origine de la matiére or-

'ganlque.__

La deuxiéme partie sera consacrée au dosage spécifique des
- monosaccharides et 3 1'étude de leur spectre dans les deux estuaires
étudiés. - T o

~
e




V-1 CARBOHYDRATES PARTICULAIRES TOTAUX (CHOPT)

e
i
it
[
:_?54‘,-
L

" Avant d'étudier la composition des glucides présents dans
~ la MOP, nous avons estimé par des mesures globales, les fractions:

~*  solubles et insolubles du matériel glucidique (fig.8)..

FILTRE
6 ml H20 -
20 min. 3 100°C ]
‘avec agitation
Filtration
. - culot S surnageant
" hydrolyse : 4ml ~  analyie globale
H,S0,2N 4h & 100°C = = de 1l'extrait
-gentrifugation _"--' fraction soluble : §
analyse globale
% -de 1l'extrait -

fraﬂtion insOIu‘ble s T s

- Figure 8 Protocole d'extraction et d'hydrolyse des glucides des '

fractions solublesret-insoluﬁies d'un échantillon. du’ _

" matériel particulaire. |
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_ I1 a été montré, pour la MOP des = -~ eaux que ces deux |
fractions ne présentent pas la m@me sensibilité vis-a-vis des dé-
gradations biologiques (45). Dans la MOP, des estuaires étudiés,ff -
- les glucides solubles représentent de 30 & 56 % des glucides totaux
" (Tsbleaux I et II). oo “

st CcHOT . S I . I/s - Chl.a - Pheo PH 5%,

1 4270 72 - 1.03  0.89  0.59 - 34.14 :1;
2 . 257.2 127.3 129.9  1.02  .0.75  0.86 - 33_92_¢-;i
3 - 158 9 1.d6___ 0.97  0.77  34.09
4 1547 55.6°  99.1  1.78 ; 0.88  1.06 -  31.63
s w6 112 2eh S 236 147 226 - 3180
6 - 1644  53.3 111.1  2.08 0.94 0.65 -  3b.4h
7 107.5  47.5 60 1.26 N 0.92 -1.50 -  33.43
8 1533 833 70 0.84  0.68  0.68 -  33.00
o 133 46 87 .89 0.79  0.68 - 31.10

) 10 600 187.5 412.5  2.20  0.83  1.89 -  19.62

: [ Iéh}égg_{ ‘Distribution des glucides dosés au phénol sulfurique dans la“'

) N I 'v-_;":ﬂ’:' , T ~ MOP(ug/1l) de la rade de Brest au 16.03.84 = S : glucides

| ; L ' . solubles, I glucides insolubles ;'CHOPT': glucides totaux ;

* Chl.a : chlorophylle-a (ug/1). : pheo : pheophytine (sg/1) ;
B $°/oo,'salinitéﬁ" SR ) s




T =

St..  ' CHOPT -~ § I 1/8 Chl.a = Pheo. . pH $°/00

S 9% 54 42 0.78 1.0 . 0.16  8.17 -
2 T2 o 4o 732 0.8 - 1.38 0.29 8.0 -
3 105 30.3  74.7 2,46 153 0.35 . 8.09 -
4 11300 78.8 363 043 0 - - - 804 -
5 3 222 162 0.73 168 116 7.8 -
6 326 166 5o 0,96 o1 1.07 7.3 -
7 612 212 400 1.89 °  2.67  2.36 | 7.84 -
'8 15333 280 1253.3  4.48 419 14 7.9 -
9 5847 131.4 453.3  3.45. 470 6.22 8.70 -

10 1 395.9 - 187.9 208 1.11  3.65 4,02 8.05 . -

_Tableau II Distribufioﬁ des giucides dosés au phénol sulfurique danﬁ'
" la MOP' (ug/1) dans 1'estuaire de 1'Elorn au 20.04.84.

avec'ug,fapport glﬁcides insolublés/glucide35solu51e§ (I/8) compris gnéte; '
. 0.4 et 2.4 ; valeurs voisines 3 celles observées par DELMAS (21) dans le’
Golfe de Marseille. R 2 '

8 " HANDA et YBNAGI (37), rapportent un pourcentage des glucides
solubles de 20 a 40 Z dans les eaux du Pac1f1que.;, v oy an

PR



‘Le rapport I/S'est un index utilisable pour cerner 1'état
de dégradation et de diagenése précoce de la MOP des eaux et des -

. gédiments marins (21).

V-2, SPECTRE ggs’MoﬂQsAtcHARibES';«;vr

Apres avoir étudié 1'eva1uat10n globale de la fraction glu- ‘
::cldlque de 1la MOP de la Rade de Brest, nous alloms considérer les oses
constitutifs de ce matériel. glucldlque. Ceci pour mettre en ev1dence

ies relations éventuelles liant 1a distribution des monosaccharzdes :

‘aux caractéristiques de la M.0 (origine, diagentse précoce, etC..s ).

V-3 LES OSES DANS LA MOP

. Les valeurs obtenues lors de 1'analyse globale au phénol-
'sulfurlque sont toujours supérieures 3 celles obtenues en chromatogra- -
phie : les oses caractérisés ne eonstltuant en moyenne que 52 Z du  ' -

matériel glucidique total (Tableau III)

St. GAL  GLU MAN  ARA#XYL NI  RIB - RHA NI  CHOPT
- +FRUC ' o :
L %2 1051 8.9 203y 548 52 gy gqs5
(5.9)  (6.8). (5.7) (13.1) - (3.53)  (33.5)
| 15 17.8 - 26.9 31 9.3 26,6 @
o - | T ey e Ge.n 2.y M s.e.as.g MEeN
S o I R o 1:89 5.2 9 . T.21 433 5.24 5.55 11.31 44
| | s R o I T ) (3.9 (6.8) (12.9)..(3:2) (391 (4.2 (8.5
SR B R A 16.96 13.3 208 gy 77 gy 3 o0
e oo e (348) (2.8)  (2.22) . (3.6) . T(1.3). (5-.2)

'7 f Tableau III ¢ Monosaccharldes dans 1e matériel partlcula1re apres hydrolyse,
R - pg/1(Z). MAL, maltose ; GAL, galactose } MAN, mannose ; ARA, arablnose s XYL,
e 5 ',Ajg,:,_. _”1_xy1ose 3 FRUC fructcse H RIB ribose ; RHA, rhamnose 3 NI, non 1dent1f1e 3 Nd
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Le reste serait constltue d'acldes uronlquesde sucres am1ne5,'[ S
de polyols et d'autres polysaccharldes d1ff1c11ement degradables dans -7"

- les condltlons d' hydrolyse.

Globalement, sur 1'ensemb1e des echantlllons, les hexoses
sont les formes les mieux representees (25 7), suvivie par les: pentoses,*
(13 %) ; cette distribution est constante pour tous les echantlllons :
analysés. ' o '

‘Le.tableau 1III montre que la composition des'moﬂosacchéridés
varie dans des proportions importantes a la f01s dans le temps et dans
1! espace. D'autre part, la .composition du prodult final de 1 hydrolyse'

est simple et relatlvement uniforme (flg. 9).

" Figure 9"Chromatogrammg ¢ .+ hvdrolysat du ﬁatériel'particulairé :

Candittrnme (e T, L5
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Le fait que 1a dlstrzbutlon des monosaccharldes soit sem—
"~ blable, dans le matériel partlculalre, ‘indiquerait 1' exlSt&nce d‘un

_ 'apport commun dans ces deux estualres 3 cette epoque de l'année..

_ ‘Nous observons que le glucose n'est pas le monosaccharlde
" le plus abondant des échantillons analysés. Ceci est en contradicétion

avec les résultats publles sur différentes régions (18,35, 45 44)

M

Nous ne pouvons pas expllquer ces anomalles" et des €tudes

| rlus approfondies devront 8tre entreprises sur ces deux estuaires afin
de pouvoir localiser les sources et le devenir des monosaccharides dans .
cette région. Néammoins, MOPPER (2), montre que.le matériel terrestre
est riche en glucose et pauvre en ribose ; tandis que les débris du
plancton, bien que contenant du glucose, sont relativement riches en

" ribose et il ugiliseile rapport glucose/ribose comme un indicateur
'paléoeuvironneme;tal pour déterminer lés proportions relatives sur.

les sources terrigénes et planctoniques dans le sédiment. Un apport
~inférieur a 5 indiquerait une source planctoﬁique. Or, dans nos ré-~
sultats, ce rapport varie entre 1,9 et 5, ce qui 1nd1queralt un apport
important provenant des débris planctoniques, ceci serait confirmé parla

correlatlon ex1stante entre les CHOPT et la pheophytlne (flg. 10)

CHOPT (pg/l)

- 1400.
._..v
. _. e ‘_ ’ . ,4"
. : . ' ' LA
L . a'!‘ )
' ' A T " ',1"‘"
800 L . "'r
. ° "'.-.o. .
400 | « " o
: ’ e,” .
A
« ST . . .
O : 1 1. s
o . 5 S 10 15 .
L ' S S Pheo(pg/1)

Figure 10 Relation.entre les valeurs de CHOPT et de Pheophytlne
. S dans 1'estua1re de l'Elorn (20.04. 84)
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 En outre, ce méme auteur expose 1la p0331b111te de la trans-

- formatlon du - glucose en fructose et en mannose par des processus abio-

tiques "in sita". Cette transformation ayant lieu par énolisation en

" milieu faiblement alcalin (transformatlon de Lobry de Bruynalberda

Van Ekenstein) selon :

_ o 7 H-C~0 _
CH-C=0". oo H=CG-OH.oo o b
.. loH EE H - ‘_____.—4—“'"'———,'30 - Mannose
‘mo—l . ' - - S (37)
0 i
: —— OH RN .
-DH‘ - ) » OH
OB —0H _ _ :
. N 3 . CHZOH
CHOH o tHE N
Glﬁcose Co _ f Enediol _
@57 . Instable .
- Fructosé"

pish

dans MOPPER (2).

Mais dans nos chromatogrammes nous ne détectons pas le fruc~

tose, car il est élué. avec les pentoses, ce qui ne nous permet pas

de vérifier cette hypothése. .

V-4 LES OSES DANS L;_'gAu | DE_' MER

Le tableau IV donne le 3pectre -des monosaccharldes dans

deux echantlllons d'eau de mer hydrolyses.




IERER

St. GAL  GLU = MAN  ARA + XYL  RIE . REA
- N ...+ ¥RUC R
4. 342 5.5 md 15.48 - 1,92 8.23
8 1 6.02 . 3.86 15.04 2074 N wa>

. Tableau.IV : Carbohydrates dans 1' eau de mer flltree apres hydrolyse
o ug/l. ' ' :

e

Nous n'avons. analysé que deux statlons pour 1 eau de mer._

- Ceci est di aux problemes rencontrés pour sa determ1nat1on._En effet,
1'analyse des CHOD fait appel 4 des technlques de concentratlon et de

- dessalement ; | technlques qui peuvent provoquer une pollutlon des échan-
tillons. Nous avons observé dans le cas de 1'utilisation des résines,
une adsorption des sucres sur celles-c1.c est pour paller a cet incon-
vénient que la plupart des auteurs préconisent 1' utlllsatlon de 1'é-

1ectrod1&1yae comme methode d! ellmlnatlon des sels (3 39 38)

_ La figure 11 a montre le chromatogramme de la station 8
chromatogramme obtenu apres dessalement de 1'eau. La flgure i1 b
“montre le chromatogramme du méme échantillon non dessale. On observe

la falble resolutlon des pics et un elarglssement de ceux-ci.
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Figure 11
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CBMIN
Chiomatogramme d'un hydrolysat d'eau de mer.

a) - aprés dessalement = b) méme.échantillan non dessalé
lCohditions expérimentales (cf. IV-3 et Figure 8)
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La méthode de dosage des sucres presentee 1c1 offre un _ﬁ,f

certaln nombre d'avantages. En premier 11eu elle est assez sen51b1e
g P

pulsqu 'elle permet de mesurer des quantltes de 1'ordre de 0 t ug

1n3ecte. De plus, cette semsibilité ‘peut etre améliorée en ut111-‘
sant un fluorimétre, Néanmoins, son appllcatlon 3 la mesure. ‘des -

CHOD libres nécessitera encore de faire appel A des etapes prea—?**n”
lables de dessalement et de concentration. Il ne sera p0531b1e de

s'en. affranchlr que s'il s'avare possible de- concentrer les derzvés_

Dns sur une pré-colonne ou en téte d'une colonne hase 1nverse
»

ce qu1 reste a vérifier,

Les condltlons chromatographlques employees ne permettent

pas la resolutlon des pentoses et ‘du fructose . Cellewci pourralt

. tre obtenue par 1' utllxsatlon de colonnes plus polalres, comme Ies'pJf -
-phenyls. |

L' obtentlou du chromatogramme demande moins de 30 mlnutes*

et en varlant 1es proportions de l'eluant le dosage des ac1des

uronlques et’ des sucres methyles pourralt etre env1sageab1e. -

_ L'effet de la phase 1nverse (ou hydrophoblque) est le )
mécanisme principal de 1a retentlon des sucres. Un second mecanlsme;_"
serait 1'adsorption due aux 1nteract10ns (ex. 11alsons ‘hydrogénes)
entre les groupements hydroxyles des sucres et les groupes sylanols

restés libres sur la silice (2).

Dans les conditions de réaction utilisdes pour la dérivation

des sucres, la Dns-hydrazine peut réagir avec tous les composes car~

bonylés, en partlculler les. aldehydes, les cétones 51mples et les_ R

ceto-ster01des.




.df orlglne de la matidre organlque dans le mllleu marln.

Cependant ces dérivés, étant beaucoup plus hydrophobes,_ |

seront éluds i des temps de rétention relatifs beaucoup plus grands

. que les dérivés des sucres (34)

Les composés carbonyles peuvent 1nterferer avec la déri-

© vation des sucres, car ils consomment du react1f. Néammoins, cette

interférence peut &tre évitde par 1' utlllsatlon d‘une solutlon de.

Dns-hydrazine en large exces.

Blen qu'une derlvatlon post—colonne puisse entralner une perte

de resolutlon de certains oses, cette methode presente l'avantage _

d'@tre facilement automatisable.

Pour les deux estualres étudids, les statlons analysées ne

B montrent pas des varlatlons,qualltatlves, w dans leurs: comp031t10ns,;
oce qu’ ‘indiquerait une source maJorltalre et commune des glucides 2

cette époque de 1'année (au pr1ntemps)

7 Les valeurs du rapport glucose/rxbose et ceux du rapport
1/8 montrent,a priori, que cette source serait la décomposition du

plancton. Cependant, nous devons contlnuer 1es etudes et augmenter

le nombre de mesures afin de pouvo1r verlfler cette hypothese.;

Les carbohydrates se- presentent donc, conme 1nd1cateurs
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