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ABsrnAcT 

D-GalaCtO-D-XylO-D-glucanS (amyloids) from Balsamina, Tropaeohm, and 
Tamarindus seeds behave in a similar manner in the presence of various glycosidase 
preparations: slow depolymerization by enzymes from several germinated or non- 
germinated seeds, and hydrolysis into monosaccharides and oligosaccharides by 
commerciaI cellulase and hemicellulase preparations from fungi. A purified celhdase 
from PeniciZtiz~m notatzcm gave a dialyzable fraction almost exclusively composed of 
a-D-xylopyranosyl<l -@-D-glucose residues and a nondialyzable fraction composed 
of chains of j?-~-(1+4)[with some (1 +3)]-gh~copyranosyl residues; j?-D-galacto- 

pyranosyl-(I +2)-a-D-xylosyl groups are Iinked to some of the j?-D-ghICOSy1 residues 
at O-6. The presence of (1+3)-linkages in the D-glucan chain of the BaZsamina was 
verified by methylation and sequential periodate oxidation-borohydride reduction; 

the distribution of the substituents on the D-glucan chain is not regular. The main 

D-glucan backbone, where the /3-D-gIucosy1 residues are partly linked at O-6 to 
&o-g~actosyl-(l+2)-D-xylosyl groups, is linked to D-ghCan chains where ahnost 

all the D-glucose units are linked at O-6 by one a-D-xylosyl group. The presence of 
3,6-di-O-methyl-~-glucose after permethylation and hydrolysis suggests that the 
xyloglucan chains are linked to O-2 of the D-glucosyl units of the galactoxyloglucan 
backbone. 

Les D-gdacto-D-xylo-D-ghXanes (amyloides) des graines de BaIsamina, 
Tropaeolum et Tamarindus se sont comportCes d’une faGon similaire avec diverses 
preparations de glycosidases: lente depolymCrisation par Ies enzymes de quelques 
graines germCes ou non-germCes; hydrolyse en monosaccharides et oligosaccharides 
par les prkparations commerciales de celhdases et h&nicellulases d’origine fongique. 
La c&,&se de Perzicillium notatum a CtC purif%e. Elle scinde les amyloides en une 
fraction dialysable constituCe presque exclusivement d’a-D-xylopyranosyl-(1-+6)-D- 
glucose et en une fraction non-dialysable cons&u&z d’une chaine d’unMs B-D- 

*lIedie & la memoire du Profksseur E. J. Bourne. 
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glucopyranosyles relikes en (1 44) et quelques liaisons (l-3); une partie des unit& 
de D-glucose sont branchCes en C-6 par des restes de B-D-galactopyranosyl-(1+2)- 
cr-D-xylose. La prkence de liaisons (I -3) dans la chaine de D-glucane de I’amyloide 
de Balsamina a CtC vCrifiCe par permt%hylation et oxydation par I’acide periodique, 
altern& avec la reduction du polysaccharide oxydk La rkpartition des substituants 
ie long de la chaine de glucane est irr@uiitre. Sur une chaine centrale de D-@cane 
oii une partie des unit& de D-glucose sont substiMes en C-6 par les restes de B-D- 
galactopyranosyl-(1+2)-D-xylose se rattachent des chaines de D-glucane oti presque 
tous les rkidus de D-glucose sont substituks en C-6 par des rkidus d’+D-xylo- 
pyranosyle. La prCsence de 3,6-di-0-mCthyl-D-glucose aprcs permCthylation et 
hydrolyse laisse envisager que les chaines de xyloglucanes se rattachent en C-2 sur 
des rCddus de D-glucose non substituCs en C-6 de la chaine centrale de galactoxylo- 
glucane 

INTRODUCTION 

Au tours de recherches anterieures I-’ now avions cornpark trois D-galacto- 
D-xylo-D-glucanes (amyloi’des) de graines. G:s amyloides s’y trouvaient en pro- 
portions fiwt diffkrentes: environ 2% chez ia balsamine (Bs) (Impatiens balsamina 

L.-Balsaminac&es); 20% chez la capucine (Cp) (Tropaeoium ma&s L.-TropaeolacCes) 
et 40 % chr:z le tamarin (Tm) (Tamarindus indica L.-CoesalpinCes). 

Les structures antkieurement propokes pour Tm’-* et Cpg ont dans leur 
ensemble CtC confirmCes. Nous y avons adjoint quelques modifications. Bs qui, B notre 
connaijsance, n’avait pas encore CtC CtudiC prksente une structure simiIaire avec une 
plus forte proportion de D-glucose. 

Sur une chaine d’unids /I-D-glucopyranosyies likes en (144) se trouvent 
branches en C-6 des proportions sensiblement @ales de r&idus a-D-xylopyranosyles 
et p-D-galactopyranosyl-( 1+2)-cr-D-xylopyranosyies. Chez Cp et Tm, environ 66% 
des rksidus de D-glucose sont substituk en C-6 et 50% chez Bs. 

En vue de colmplCter nos recherches nous avons CtudiC l’action de diverses 
-preparations de glycosidases sur les trois amyloides. Une des ceilulases a fourni 
principalement de i’a-D-xylopyranosyl-(1+6)-D-glucose et il subsistait une fraction 
non-dialysable renfermant la presque totalitC du D-gaiactose de l’amyloide. Ce rksidu, 
apr&s permkthylation, puis hydrolyse a permis d’identifier, parmi les d&iv& O- 
m&thy&, le 2,4,6-tri-0-methyl-D-glucose. Nous en avions dkjia dCceIC de faibles 
proportions B partir des trois amyloides. Ceci nous a conduits A 6tudier de faGon plus 
approfondie la methylation de Bs afk de prouver la p&ewe de quelques liaisons 
(l-3) dans la chaine de D-glucane. L’oxydation par l’acide periodique a confirm6 
I’existence de telles liaisons dans les trois amyloides. 

R&ULTATS ET DIS~JSSI~N 

Action de diverses prt?parations de glycosidases. - Les fl-D-galactosidases 
d’Escherichia co& de foie de bauf et de graines de sarrasin, t&s efficaces sur Ie 
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/?-D-galactopyranosyl-( 1+2)-D-xylose et sur le lactose, n’ont exerce aucune action 
sur les trois amyloides. I1 est vraisemblable que les centres actifs de ces enzymes ne 
peuvent accepter des molecules de la taille des amyloides. Nous avions signale que des 
a-D-galactosidases purifides, actives sur les D-galacto-D-mannanes, n’avaient pas 
lib&C de D-galactose B partir des amyloYdes. Ce rksultat constituait un argument 
indirect en faveur de I’absence de liaisons a-D-galactosidiques terminales dans les 
amyloydes. Comme it Ctait previsible, Ies a-amylases salivaire ou pancreatique n’ont 
manifest6 aucune action sur les amyloides. 

Diverses preparations de graines germees contenant diverses gfycosidases 
associees ont rkalisb une lente et partielle depolymkisation des trois amylo’ides, sans 
1ibCrer aucun des trois monosaccharides constituants. Ce fut le cas avec les prC- 
parations obtenues par extraction aqueuse et precipitation par I’ethano! Q partir des 
graines de cafkier, d’amandier, de Rhamnus cathartica et de graines germees de 
sarrasin et de fenugrec. Ces faibles activites ne justifiaient pas une purification des 
enzymes. Cependant, nous signalons ces faits car ils indiquent que, lors de la germina- 
tion, la plante peut depolymeriser les D-xylo-D-glucanes de la paroi primaire des 
cellules. La structure de ces corps est assez similaire B celle des amyloides lo. 

L’exoglucanase de Sporocytophaga myxococcoides’: n’a pas lib&e de D-glucose 
a partir de Bs. Ceci tend a confirmer Ies donnees de la permCthylation4 indiquant que 
les rksidus de D-glucose en position terminale non-reductrice sont substitues par des 
groupes D-xylosyles. 

Les preparations commerciales de celiulases et d’hCmicellulases provenant 
d’Aspergillacees et de Basidiomycetes renferment de nombreuses glycosidases 
associees. Elles ont foumi des resultats complexes: dbs le debut de leur action elles 
ont lib&C une faible proportion des trois monosaccharides constitutifs, associes a 
une strie de disaccharides et d’oligosaccharides. 

Le comportement le plus sklectif a & observe avec la cellulase Astra de 
Penicillium notatum qui libere principalement du a-D-xylopyranosyl-( 1 -+6)-D- 
glucose’-p. Ii subsiste une fraction non-dialysable. Son etude n’a pu Qtre entreprise 
qu’aprk purification de la preparation enzymatique qui contenait des pigments et 
des polysaccharides hydrolysables en D-mannose, D-glucose et D-galactose. 

Les tentatives de purification par precipitation fractionnee avec le sulfate 
d’ammonium ou sur colonne de Sephadex G-25 se sont r&&es infructueuses. Nous 
avons finalement retenu la fixation sur colonne d’hydroxylapatite, suivie d’une 
Clution par des solutions de molarites croissantes de tampon phosphate de potassium 
de pH 6,8. A la concentration 1mM sont extraits les polysaccharides et les pigments 
contaminants. A 0,l M sort une D-glucanase hydrolysant I’(hydroxyCthyl)celluIose, 
les cellodextrines, la laminarane et les trois amyloides. Cette D-glucanase demeure 
associCe k une faible proportion de cellobiase et de D-glucose-oxydase dont la plus 
grande partie est CluCe ensuite par le tampon O,~M_ I1 n’y a pas de D-galactose-oxydase 
dans la fraction 0,l~. Cette D-glucanase n’attaque pas B partir de I’extremite reductrice 
terminale: elle hydrolyse B des vitesses t&s voisines l’amyloide Tm et ce polysac- 
charide rkduit par le borohydrure de potassium. 
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Action de la D-ghcanasepurrj2e de Penicilhum notatum. - A pH 6,s et a 37” 
l’enzyme provoque immkliatement un abaissement de la viscosite des solutions des 
trois amyloides. Apres 48 h nous proddons a une inactivation thermique de l’enzyme 
et dialysons dans un boyau de cellophane contre de l’eau distill&z 

(a) I&k du diaZysat. - II renferme presque exclusivement I’a-D-xylopyranosyI- 
(1 -&)-D-glucose. Il est associe B de petites qua&it& d’ohgosaccharides dont les trois 
plus abondants ont BtC &par& par chromatographie sur papier et CIuCs par l’eau. Cp 
et Tm ont conduit aux mCmes constituants : (1) Un trisaccharide lib&ant par hydrolyse 
acide totale 1 Gsidu de D-xylose et 2 residus de D-glucose. L’hydrolyse acide partielie 
le scinde en D-xylose, D-glucose, cehobiose et a-D-xylopyranosy1-Q -&)-D-glucose. Ii 
s’agit done d’un ohgosaccharide rksultant de la -fixation d’un groupe a-D-xylo- 

pyranosyle en O-6 ou en O-6’ sur un reste de cellobiose. (2) Un tetrasaccharide 
lib&ant par hydrolyse totale 2 molkules de D-xylose et 2 molecules de D-glucose. 
(3) Un hexasaccharide dont I’hydrolyse acide totale foumit 2 molecules de D-xylose, 
2 de D-glucose et 2 de D-galactose. 

(b) &de de la fraction non-dialysable. - Elle ne se colore pas par l’iode comme 
les amyloYdes initiaux. ElIe correspond % 50 B 60% du polysaccharide initial (Cp et 
Tm) et mdme 75% (Bs). Apr& hydrolyse acide totale, Ies proportions molCculaires 

des monosaccharides D-galactose, D-xylose et D-glucose sont voisines de 1:1:2 pour 
Cp et Tm et de 1:1:3-3,5 pour Bs. La fi-D-galactosidase de IZ. coZi demeure sans effet 
sur ces composes. 

L’addition de 3 volumes d’ethanol insolubilise environ 50% des composants 
pour Cp et Tm et 43 % pour Bs. Les fractions ainsi precipitees ont sensiblement les 
memes proportions en ces trois monosaccharides que la fraction non-dialysable 
globale. II en a Ct6 de mQme en rkalisant des precipitations par 1’6thanol 2 diffkentes 

concentrations. 
La fraction demeurce en solution dans l’ethanol ZI 76% a etC Cvaporce B set, 

reprise par l’eau et soumise B une chromatographie descendante sur papier dans le 
systcme-solvant butanol-pyridine-eau (2:1:1, v/v). Une migration tr& lente de deux 
semaines a differencie trois oligosaccharides de poids molCculaire Cleve. Ceux obtenus 
a partir de Cp, classes d’apr& leurs mobilites croissantes, foumissent par hydrolyse 
acide totale Ies rapports molkkires suivants pour D-galactose:D-xylose:D-glucose: 
oligosaccharide A (SO mg): 1:0,93:2,2; oligosaccharide B (20 mg) : l:l, 1:3,0; oligo- 
saccharide C(33 mg): 1:0,98:1,58. 

L’ensemble de la fraction non-dialysable a CtC soumis B la permkthylation 
suivie d’hydroIyse. Les d&iv& O-methyles ont ete identifies par chromatographie sur 
papier. Les fractions non-dialysables provenant des trois amyloi’des ont conduit aux 
memes d&-iv&. Ce sont quahtativement ceux deja obtenus B partir des amyloides 
intactslS4. 

Nous avons done d&elk Ies derives 0-methyles suivants: 3,4-di-O-methyi- 
D-xylose et 2,3,4,6-t&a-0-methyl-D-galactose en proportions sensiblement egales. 
Le 2&I-tri-O-methyl-D-xylose est en quantite tres minime alors qu’il etait equivalent 
aux deux d&iv& p&&dents dans les amyloides &acts. Ceci tend done A indiquer que 
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la presque totalit des restes de D-xylose sont glycosylt% par des restes de D-galactose. 
La proportion de 2,3,6-tri-O-methyl-D-glucose est nettement plus elev& qu’avec 
I’amyloide intact; il en r&he que les unit& de D-glucose non-branchees en C-6 se 
rencontrent principalement dans cette fraction non-dialysable. Ce r&u&at Concorde 
aver le fait que le 2,3-di-0-methyl-D-glucose provenant des restes de D-glucose 
substitues en C-4 et C-6 est proportionnellement moins abondant & partir des fractions 
non-dialysables que des amyloides intacts. De faibles quantites de 2,3,4-tri-O-methyl- 
D-glucose d&Gent des extrknids non-r~ductrices terminales branchees en C-6. 
Les fractions non-dialysables ont fourni irr&uli~rement des traces du 2,3,4,6-t&a-O- 
methyl-D-ghrcose que nous n’avions pas dCceIe 5 partir des amyloides intacts. 

L’extr&nitC non-reductrice de certains des oligosaccharides & poids moItcuIaire 
Clew5 associes dans la fraction non-dialysable pourrait done &tre constiMe d’un reste 
de D-glucose non-sub&w5 

Les amyloides intacts avaient conduit a de faibles quantit& d’un compos6 
migrant par chromatographie cornme le 2,4,6-tri-0-methyl-D-ghrcose. Dans les 
fractions non-dialysables des trois amyloides, ce derive s’est rev&5 bien plus abondant 
et identifiable sans ambiguitc. II patit ne pouvoir correspondre qu’a des liaisons 
(l-3) entre les unit& j?-D-glucopyranosyles de la chaine de D-glucane. Toutefois, 
I’intervention d’une &action enzymatique de transfert ne pouvait Qtre exclue. Dans le 
but de v&-Xer qu’il ne s’agissait pas d’un artefact provoque par une telle enzyme, nous 
avons CtudiC de facon plus approfondie la methylation de I’amyIoide intact de Bs. 

Permkthylation et hydroiyse de Z’amyloide de balsamine. - La separation des 
derives O-methyles par chromatographie prkparative a permis d’identif%r, sous forme 
de leurs anilides, les d&iv& du 2,3-di-O-methyl-D-glucose, du 2,3,4-tri-O-mCthyl- 
D-xylose, du 2,3,4,6-t&a-U-methyl-D-galactose et, principalement, du 2,4,6-t&0- 
methyl-D-glucose. Les d&iv& du 3,6-di-U-mCthyl-D-glucose et du 3,4-d&O-mCthyI- 
o-xylose qui avaient migre de facon similaire sur papier ont &te convertis en acetates 
d’alditols et identifi& par g.1.c. associee B la spectrometrie de masse. 

La fragmentation a permis d’identifier un nouveau derive di-O-methyle a 
partir de I’amyloide: le 3,6-di-U-methyl-D-ghrccse. Ll existe done, dans la chatie, des 
unites de D-glucose substituees a la fois en C-4 et en C-2. 

Le dosage a l’hypoiodite des fractions separees donne Ie rapport molaire 
suivant : 2,3,4,6-t&a-0-m&tbyl-D-galactose: 1; 2,3,4-tri-O-mithyls-xylose: 1; 
melange des 2,3,6- et 2,4,6-tri-O-methyl-D-glucose: 3,34; mb!ange des 3,4-d&O- 
methyl-o-xylose et des 2,3- et 3,6-di-O-m&hyl-D-ghcose: 2,0!3. 

Oxydation par Z’acide periodique. - La permethylation suivie d’hydrolyse 
indique que, dans la cbaine de D-glucane, certaines unit& de o-glucose sont lie’es a 
l’unit~ de D-glucose preddente par une liaison (143) et ne sont pas substitu&s en C-6. 
En outre, queIques unit& de D-glucose sont substituCes en C-2 et C-4. Dans les deux 
cas, i’acide periodique ne devrait pas attaquer ces unites de o-glucose ne possedant 
plus de groupements a-glycol libres. Deux principaux obstacles de cette oxydation 
sont la formation d’hkniadtals entre Ies groupes aldehydiques form& et les fonctions 
alcooliques et I’attaque secondaire progressive, suroxydation a partir de l’extremite 
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reductrice lorsqu’elle conduit B un derive du dialdehyde tartronique du type R-O- 
CH-(CHO)2. II est possible d’obvier au premier obstacle en reduisant ies fonctions 
aldehydiques en fonctions alcooliques et en ajoutant 3 nouveau de i’acide periodique, 
ce qui a donne des r&ultats satisfaisants avec une galactomannane12. Par contre, 
l’alditol provenant de l’extr&nitC tern&ale non-reductrice est plus a.Sment attaque 
que le monosaccharide dont il derive, ce qui facilite la suroxydation. Afin de savoir 
s’iI restait des re’sidus de D-glucose non attaquk aprk oxydation periodique poussee, 
nous avons procede a quatre oxydations successives entre lesquelles s’intercalait la 
reduction des fonctions aldehydiques presentes. La suroxydation ne pouvait que 
d&wire en arrivant a leur niveau, par r&u-rence, les rCsidus de glucose soit li6 en 
193, soit substitues en 2 et 4. 

Le Tableau I montre que la suroxydation se manifeste des le debut et se poursuit 
ensuite r&tditrement. En effet, la proportion d’acide formique est d&j& supkieure a 
la thtorie apri% la premiere oxydation de 30 h. A la fin de la troisitme Ctape, les 
quantit& d’oxydant rbduit et d’acide lib&e sont trb superieures B la theorie. Au 
debut de l’oxydation il apparait une augmentation de la viscosit6 avec Tm et un 

TABLEAU I 

ACSDE PElUODIQDE= (PI) &DtJlT E-r GROUPES ACIDES” (AC) L&l&S PAR OXYDATIONS PROGRaSSIvRS* 

&apes Otigine du PoIysacchatide 

BaIscmineC Cap&n& Tamarid 

PI AC PI AC PI AC 

1 8,25 2,75 4,93 2,14 5,02 2,57 

2 4,36 1,47 4,56 1,55 4,82 1,66 
3 1,59 0,73 1,60 464 1,66 0,77 
Totaux 14,20 4,95 11,09 4,33 11,50 5,oo 

‘%I moles. %n 3 &apes successives de 30 h entre lesquelles s’intercale une reduction par le boro- 
hydrure. Pour 1’amyIoide de balsamine, Ies valeurs sont rapport&s a un element de chaine /3-D-Galp- 
(l~2)-a-~-~ylp-(l~-~-~-~~c~-(l~)-8_ 
susceptible de rkduire 9 mol de HI04 en lib&ant 2 mol d’acide formique. dPour les amyloIdes de 
capucine et de tamarin, les valeurs sont rapport&s & un element de chalne ~-~-G~~-(l-t2)~-D-Xylp- 
(l~-~-D-~lcp-(l~)-~-D-G~cp-(l~)-[a-D-Xylp-(l~)]-~-D-Glc~ qui devrait theoriquement re- 
duke 8 mol de HIO* en lib&ant 2 mol d’acide formique. 

precipitb avec Bs et Cp qui se redissout apres reduction par le borohydrure. L’attaque 
par l’acide periodique debute tres preferentiellement sur les groupes D-galacto- 
pyranosyles terminaux des branchements qui sont Ies plus accessibIes. Apres 24 h de 
contact aver l’oxydant, les r&idus de D-galactose sent totalement oxydks darts Bs; 
b rapport molCculaire glucose:xylose initialement de 2,25 s’est eleve a 3,6 dans le 
polysaccharide oxyde puis reduit. Dans les msmes conditions, avec Cp, les rapports 
molaires galactose:xylose:glucose initialement de 1:2:3 se sont Cleves a 1:3,3:,8.S 
Avec Tm, ils s’elkent de meme de 1:2:3 a 1:4,3:7,7. Dans Bs, les branchements sur la 
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chaine de D-&mane sont moms nombreux et de ce fait Ies residus de D-galactose plus 
CIoignCs, ce qui explique la disparition plus rapide de ces Aidus dans Bs que dans 
Cp et Tm. 

Les residus de D-xylose situ& dans les branchements sont ggalement attaqu& 
plus rapidement que Ies residus de D-glucose. Ces r&hats confirment que les 
empkhements stkiques entravent I’accessibilite B l’oxydant. 

Le Tableau II montre qu’une par-tie du D-glucose Cchappe B l’oxydation 
periodique. Si l’on tient compte de la suroxydation tres manifeste, il apparait bien 
qu’au moms 2 % des restes de D-glucose initiaux sont liCs de telle facon qu’ils ne sont 
pas attaques par l’acide periodique. Cette proportion de D-glucose resistant est 
toujours superieure dans la fraction non-dialysable aprk action de la D-glucanase que 
dam I’amylolde initial. Ce rCsultat Concorde avec l’observation que cette fraction 
permethylee nous avait permis d’identifier plus facilement le 2,4,6-tri-O-methyl-D- 
glucose que I’amyloYde intact. 

TABLEAU II 

PROPORTION DE D-GLUCOSE (%) INlTIALEh4ZNT PR&ENT RETROd DANS L’HYDROLYSAT DE LA 

FRACl-ION SOUhIISE .k DES OXYDATIONS PERIODIQUES PAR FkAPES SUNIES DE RblJCl-ION” 

.&apes Origine du polysaccharide 

Balsamine Capucine Tamarin 

A B A B A B 

1 4430 21,3 50,4 20,6 47,4 24 

2 4,6 3s 894 393 590 5s 

3 230 3,2 296 332 18 3,3 
4 198 2,7 1,s 2,l 198 1s 

*A, Amyloide purifi& B, Fraction non-dialysable apr&s action de la D-glucanase. 

L’action de la D-glucanase purifiee de P. notatwn montre bien l’ir&ularitk de 
repartition des substituants: certaines zones comprennent presque exclusivement des 
unites de o-xylose et d’autres des residus de D-galactopyranosyl-(l-2)-D-xylose. Les 
residus de D-@UCOSe non-subs&u& paraissent se localiser principalement dans les 
zones oti figment a leurs cot& les branchements de D-galactosyl-D-xylose. Le schema 
de repartition altemee de branchements de D-xylose et D-galactosyl-D-xylose, avec un 
ou deux residus de D-glucose non-sub&t&s intercales, qui avait et6 adopt6 
jusqu’ici leg doit We abandon& pour les trois amyloides CtudiCs dans ce travail. 

D7a&e part, nous avons pu montrer par permethylation puis hydrolyse, qu’il 
existait dans la chaine de D-glucane des liaisons (1~4) prCdominantes mais aussi des 
liaisons (1+3). L’oxydation periodique a fourni des r&ultats en accord avec l’exis- 
tence de telles liaisons. 11 en resulte que les amylo?des ne sont pas des celluloses 
naturellement branch&es mais plutot un type de lichenanes branchees. On peut done 
s’interroger sur le fait que la D-gkanase rompt les liaisons /i-D-glucosidiques des 
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zones subs&u&s par les rksidus de D-xylose et non point celles substituees par le 
disaccharide. Des empkhements stkiques en sont vraisemblablement la cause. Nous 
proposons done la structure illustree dans le schema 1 comme assez probable. 

_~+,_~,~~+-3 ~~,-[~-D-ww-(~~~)-~-D-GIcP-(~-~)]~-~- - 

v + 

0 ~-(1-4l-~-~-W6~~1-3ar4)-~-O-Glcl 

f t 

a-O-x:lp a- 0-x:,, 
1 

a-O-XylD-~l--,6)-p-D-GlCP a-0 -xylp 

i i i i 
7 

p--D-Go@ p-0-Ghl~ [~-O-Xylp_(,-6,-~-O-~~~m 
1 

,3-0-GO@ 
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Une reserve doit toutefois dtre form&e: nous envisageons en effet de rattacher 
la chaine de D-xylo-D-glucane B cede de D-galacto-D-xylo-D-ghrcane par une liaison 
sur C-2 d’un residu de D-glucose. Notre seul argument est la presence du 3,6-di- 
O-methyl-D-glucose apres permethylation et hydrolyse. On peut, en effet, objecter 
que ce d&S di-O-methyle resulte d’une methylation incomplete. II apparait cepen- 
dant que c’est le groupement hydroxyle en C-3 de la molecule de D-glucose qui est le 
plus difficile a methyler ’ ’ et qui precisement l’a ete dans notre d&-ivC. 

Nous terminerons par une derniere remarque : ces recherches nous ont amen& a 
preparer de nouvelles quantites d’amyloides. La precipitation par l’ethanol des 
extraits aqueux de graines fournit une galactoxyloglucane associee a de l’arabinose 
et des proteines. Avec Bs les proportions des deux contaminants sont les plus 
abondantes3-4. La precipitation par le reactif cupro-alcalin suivie d’une reprise par 
un acide et d’une dialyse permet d’Climiner la quasi totalite de l’arabinose et des 
proteines. Ne s’agirait-ii done pas de la degradation d’un complexe glycoproteique 
assez proche de ceux existant dans la paroi primaire des celluleslo ? L’alcalinitC du 
reactif cupro-akahn est susceptible de rompre par /Xlimination la liaison glycane- 
proteine, et la reprise par l’acide de scinder les liaisons des residus arabinofuranosyles. 
II nous apparait done fort probable que les trois amyloides &udiCs-surtout le moins 
abondant dans la graine, celui de balsamine-s’integrent, du moins en pat-tie, dans 
des complexes glycoproteiques. 

PAR-DE E%P&UMEFJTALE 

Mat&ieZ et techniques. - Ce sont ceux employis dans nos recherches antirieures 
sur les amyloTdes Im4, soit une extraction aqueuse de l’amyloide suivie d’insolubilisa- 
tion par l’ethanol, et de purifkation par precipitation avec le reactif cupro-al&in. Le 
produit est caract&isC par dosage des monosaccharides apres hycirolyse acide et 
separation chromatographique sur papier et Clution. 
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Purijication de la ~-glucanase. - La cellulase de Penicillium notatum a Btc5 

obligearmnent foumie par AB Astra (LZkemedel AB, SGderGjIe, SGde). L’hydroxyl- 
apatite a Cti prkparee selon le protocole de Tiselius modiE par Levin14-‘5. Le 
tampon de phosphate de potassium a un pH de 6,s. Sur une colonne (16,5 x 2,5 cm) 
d’hydroxylapatite, on depose la cellulase Astra (2 g) dispersee a froid dans le tampon 
lm~ (30 ml) et centrif’ugee pendant 20 min a 9000 t/min B 4”. L’elution par le tampon 
lm~ Climine Ies pigments et des polysaccharides contenant du galactose, du glucose 
et du mannose. Le tampon 0,Ol~ 61ue la majeure partie de Ia D-glucanase et le tampon 
O,~M la D-ghrcose-oxydase. 

PermGthyZation et hydrolyse. - C’est un protocole similaire & celui d&it par 
Andrews et aZ.16 qui a conduit aux resultats Ies plus r&u.liers. 

Dans le cas de Bs, Ie polysaccharide (2,5 g) est dissous dans NaOH 2~ (100 ml) 
et conserve pendant 12 h a 0”. On ajoute goutte B goutte ou par aEusions, aher- 
nativement, Ie sulfate de methyle (36 ml) et des pastilles de NaOH (30 g). Apres 
neutralisation par l’acide acetique, on dialyse contre de l’eau distillee. La fraction 
non-dialysable est concentree B 100 ml et soumise & des additions successives et 
altemCes de sulfate de methyle (95 ml) et de NaOH (40 g)_ Aprbs une nouvelle dialyse, 
I’amylofde methyl6 est extrait par le chloroforme (500 ml) en 3 fois. On d&hydrate 
par Na2S04 anhydre et Cvapore ZI consistance sirnpeuse. On pro&de ensuite B deux 
methylations ’ ’ successives par l’iodure de methyle et Ag,O. Apres extraction 
chloroformique et agitation avec Na$O, anhydre, on evapore. L’amyloyde mCthylC 
(3 g) est dissous dans du methanol avec 2% de HCI (350 ml) et maintenu pendant 
18 h 8 l’ebullition a reffux. La mixture est ensuite neutra.IisCe par Ag,CO, et &apor& 
sous pression reduite. On cornpEte par une action de HzS04 0,25~ pendant 24 h & 
lOO”, suivie de neutralisation par SrC03, filtration et evaporation du filtrat & 1’Ctat de 
sirop (rdt. 2 g). 

St;para:ion par chromatographie sur papier des d&i&s 0-me’thyles. - Des 
feuilles de papier Whatman n 0 1 sont traitCes prealablement par une solution de 
Nl&CI B 2%. La separation est realisCe par chromatographie ascendante dans le 
solvant octane-2-propanol-ammoniaque a 10 % (50:25:2, v/v). La revelation est faite 
B l’oxalate d’aniline. Les bandes de papiers decouples sont extraites par du chloro- 
forme. Plusieurs chromatographies successives ont CtC nCcessaires pour bien separer 
les 2,3,6- et 2,4,6-tri-O-mCthyl-D-glucose. Le 2,3-di-O-methyl-D-glucose se differencie 
bien du 3,6-di-O-methyl-D-glucose et 3,4-di-U-methyl-D-xylose. Ces deux corps ont 
CtC hnalement separes par chromatographie en phase gazeuse sous la forme d’ac&ates 
d’alditol. 

Les anilides des derives O-mCthyles suivants ont CtC prepa& sous forme 
cristalline: 2,3,4-tri-O-methyl-D-xylose, p.f. 98” (htt.:l’ p.f. 101-102”; 2,3-di-U- 
methyl-D-glucose, p.f. 130” (litt. l8 : p.f. 134”); 2,3,4,6-tetra-O-methyl-D-galactose, p.f. 
200” (litt. lg : p.f_ 197“); 2,4,6-tri-O-methyl-D-glucose, p.f. 164”; p.f. du melange, 164” 
(litt.“: p-f. 161-162”). 

Le melange de 3,6-di-O-methyl-D-ghrcose et $4dimethyl-D-xylose est trans- 
forme en alditols adtates par reduction et adtylation2’. Les oses methyl&, dissous 
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dans le chloroforme (1 ml)‘ avec DzO (1 ml), sont red&s par NaBH4 (50 mg) 
pendant 24 h. L’excGs de rkactif est dCtruit par Pad&ion de r&sine Dowex 50 (x-8, 
H+). Apr& filtration, HBOl est &ninG par addition de methanol et &aporation 
(5 ml x 5). Le rkidu est ensuite ac&yiC par un meIange d’anhydride ac&ique (I ml) 
et de pyridine~ (1 ml). Aprcs kvaporation en prkence de betine et de mGthano1, le 
residu est repris par le cbloroforme. On injecte dans un chromatographe en phase 
gazeuse (colonne 3 % OV-1, Chrom Q, 170”), couple avec un spectrom&e de masse 
(appareil AEI-MS 30 couple B un ordinateur DS 50). La fragmentation classique des 
d&iv& partiellement m&ylCs d’alditols adtates** a permis d’identier parmi les 
deux d&iv& methyles celui en O-3,6 du D-glucose . Le pit de base se situe B m/e 43 
(CH,-C=OC). Les fragments primaires se situent & m/e 45 (CH,=O+-CH,) et m/e 190 
par rupture entre C-5 et C-6 ou C-3 et C-4, respectivement. Les fragments secondaires 
B m/e 130 et pnle 88 proviennent du fragment m/e 190. 

Dosage iodom&rfque des d&ivb 0-m&hyIes. - Nous proddons 2 une extrac- 
tion par le chloroforme des bandes de papiers dCcoupCes des chromatogrammes; 
aprgs tkaporation jusqu’g disparition de toute odeur de chloroforme, nous addition- 
nons 2 ml d’eau distillCe, 2 ml de I2 OJM et 2 ml de Na2C0, & 15%. Apr& contact de 
4 h & +4” dans I’obscurit.6, nous acifions par HCl et titrons l’ex&s de I, par 
Na2S203 4Om. 

Uxydarion par I’acide perfodique. - L’amyloide (250 mg) est disperse dans 
l’eau (47,5 ml) et addition& de HIO, lbi (2,5 ml). Ap&s 30 h de contact B 15” dans 
l’obscuriti, on dialyse contre de l’eau distillCe, renouvelk 4 fois, pour eliminer 
HI03 et &entuellement HI04 non-reduit. On ajoute du borohydrure de potassium 
(2 g) et on laisse en contact pendant I6 h B la tempkrature du laboratoire sous agita- 
tion magnetique. Ap&s neutralisation B pH 6,O par l’acide acktique, on dialyse 
pendant 48 h contre de I’eau d&We. On concentre ensuite & environ 50 ml sous vide 
et on ajoute de l’acide periodique 1~ (2,5 ml). Le mCme cycle d’opkations est repCtC 
3 fois de suite. 

Le produit de chaque sCrie d’operations est hydrolysG par addition de H$O, 
pour obtenir une concentration 1,25~ et chatiage de 6 h B 100”. Dans l’hydrolysat 
neutralis&, on determine les monosaccharides &parks apr& chromatographie sur 
papier et elution selon le protocole habitue1 4. De plus, le D-&lCOSe a &C d&ermine 
sGparement avec Ie systeme D-glucose-oxydase-peroxydase-dianisidine (Trousse 
Boehringer). 

Dans des essais paraWes, nous dCterminons en outre la quantitC de HI04 
r&h& par la m&hode imiirecte23 Q As,O,-KI et l’acidite lib&e par alcalimCtrie 
apr& addition de 1,2-&hanediol. 
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