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Abstract-Repetitive action of purified B-glucanase from P. notufum on amyloids provided a means of establishing 
the structure of these polysaccharides. There is a central chain of 1 + 4 linked &#cose moieties (sometimes 1 + 3 
linked) which is branched with nearly equivalent proportions of 1 -+ 6 linked a-D-xylose and 1 + 6 linked B-D- 
galactosyl 1 + 2 a-D-xylose moieties. The region substituted by disaccharide is inaccessible to the action of the 
enzymic preparation, thus confirming the irregularity of these substituents on the central b-glucose chain. 

INTRODUCTION 

h-s galactoxyloglucanes d&omm&s 6galement amy- 
loides sont des polysaccharides d&elQ dans les graines 
de DicotylCdones. Nous les avons rencontrb dans des 
proportions fort diffbrentes dans les graines de Impatient 
bulsumina (Bs) (2x), de Tropueolum majus (capucine) 
(Cp) (20%) et de Twnurindus indica (Tm) (40%). Les 
structures de ces amyloides sont relativement voisines 
avec toutefois une plus forte proportion de glucose pour 
Bs [l-4]. Les rapports mol&laires des oses constitutifs 
de ces polysaccharides sont group& dans le Tableau 1. 
Ils sont obtenus apr& hydrolyze acide totale et micro- 
dosage selon la mtthode de Nelson [S] et Somogyi [6]. 

Au tours des btudes qui ont permis d’dtablir la strue 
ture probable de ces galactoxyloglucanes par l’emploi de 
di!%rentes enzymes, Courtois et al. [I ont remarqub que 
la cellulase ‘A&a’ de P. mtatum r6alisait le clivage le 
plus sblectif en lib&rant de l’a-xylosyl 1 + 6 glucose et 
laissant une fraction soluble non dialysable. Nous avons 
d&irk complkter les recherches ant&ieures de notre 
groupe en Ctudiant de faGon plus approfondie l’action de 
la /?-glucanase. Nos essais avaient principalement pour 
but Wtude de la fraction non dialysable du polysac- 
&ride soumis d l’action de Penzyme. Les saccharides 
d&ach& et devenus dialysables n’ont &t& suivis chromato- 
graphiquement qu’g titre indicatif. Leurs proportions 
respectives n’&aient appr&%es qu’approximativement 
d’aprhs l’intensitk des taches sur les chromatogrammes 
rCalisCs selon lea protocoles couramment utilis&s dans 
nos recherches [l-5]. 

Tableau 1. Proportions mokulaires des diffkrents oses des 
amyloides natifs de balsamine, capucine et tamarin (en prenant 

le galactose comme uniti) 

Graines Galactose Xylose Glucose Arabinose 

Bs 1 1:s -1.9 4.07-5.0 0.2-0.37 
CP 1 1.9 -2.1 2.9 -3.4 0.1 
Tm 1 1.83-2.06 2.8 -3.2 0.1 

Nous avons done CtudiC la fratiion non dialysable 
aprb action de la figlucanase sur: (1) I’amyldde intact; 
(2) l’amyloide d&gr& partiellement au tours de la 
germination; (3) l’amyloide d6gradi par voie chimique: 
(a) par hydrolyse acide partielle des amyloides de Cp et 
Tm; et (b) par attaque partielle par l’acide periodique 
(P.I.) de l’amyloide de Cp. Dans cet article, nous &tu- 
dierons successivement l’action de la fi-D-glucanase sur 
ces ditXrents substrats. Nous aborderons par la suite une 
ktude plus d&a&% de l’amyloide rCsidue1 r&sultant de 
l’action de la cellulase ‘Astra’ sur l’amyloide de Cp 
dkgradt apr& 8 jours de germination. 

l&ULTATS ET DlSCU!SSION 

Action die complexe enzymatique sur les amyloties 
intacts de Bs et Cp. Cette op&ation effect&e selon le 
protocole d&it prQ6demment par Courtois et al. [7] 
provoque une lib&ration importante de xylosido-glucose 
et aboutit a l’obtention d’un polysaccharide rtsiduel dont 
l’hydrolyse acide totale suivie d’un microdosage selon la 
mkthode de Nelson-Somogyi, conduit aux r&hats 
mentionn& dans le Tableau 2 (amyloide natif). Les 
pr&%dents auteurs avaient trouvb des rCsultats sensible- 
ment voisins [7]. 

Le polysaccharide rksiduel remis en solution dans 
I’eau est, aprbs dialyse, soumis g un nouveau contact avec 
le complexe enzymatique puti& L’analyse chromato- 
graphique du dialysat nous permet de &celer les sucres 
lib&& en plus ou mains grande quantitb. L’ensemble des 
rtsultats obtenus est mention& dans le Tableau 2 
(amyloide natif). L’amyldide rtsiduel soumis g un 
troisihme contact n’est plus attaqti. 

En suivant le pourcentage de liberation du glucose et 
du xylose, nous observons, apr& la seconde hydrolyse, 
que le xylosido-glucose &it en faible quantit6 alors 
qu’il &tit le seul lib&k apr& le premier contact avec 
l’enzyme (Tableau 3). L’augmentation de la lib&ration 
du glucose s’explique par la pr&ence importante de 
glucose et de cellobiose dans le meme hydrolysat. 

L’action du complexe enzymatique SW les amyloides 
dPgrad&s aprb 6 jours de germination pour Bs et 8 jours 
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Tableau 2 Tableau rkapitulatif des rkwltats obtenus apr&s action du complexe enzymatique purifiit de Penicillium notatum sur 
les amyloides &acts et d&ad& 

Substrats 
Origine des substrats 

Rapports 
mokulaires 

D&gradation par voie enzymatique 
AmyloMe natif Amylokle &grad& par la germination 

Balsamine Capucine Balsamine 6& jour Capucine 86 jour 

Initial Final Initial Final Initial Final Initial Final 

Premihre 
Affusion 

Gal 
Glc 
XYl 

Sucres 
lib&s 

Gal 
Gk 

Deuxi&me XYl 
Affusion Sucres 

lib&r&s 

1 1 
4 2.11 
2 1.15 

Xylosido-glucose 

1 1 
2.11 1.62 
1.15 0.98 

Cellobiose glucose 
Xylosido-glucose 
Arabinose 
Xylose 

1 1 
3 2.45 
2 1.09 

Xylosido-glucose 

1 1 
2.45 1.50 
1.09 1.02 

Cellobiose @case 
Xylosido-glucose 
Arabinose 
Xylose 

1 1 
3.10 1.62 
1.03 1.03 

Cellobiose 
Glucose 
Arabinose 

1 1 
2.13 1.54 
1.04 0.91 

Cellobiose 
Glucose 
Arabinose 

La seconde tiusion n’a pas 
apportt de changements 

Tableau 4. D&gradation par voie chimique 

Sub&rats 
Origine des substrats 

Rapports 
mokulaires 

Amyloide aprC hydrolyse partielle 
par l’acide oxalique 

Capucine Tamarin 

Initial Final Initial Final 

Amyloide degradb partiellement 
par I’acide periodique. 

BalsamiIE Capucine 

Initial Final Initial Final 

Tableau 3. Pourcentages de libtation du &cose et du xylose au 
tours de l’hydrolyse des amyloides initiaux de balsamine et de 

capucine par la /?-D-glucanase 

Bs cp 
Aprks la l&e Aprks la 2bme Apr’b la l&e Apr& la 2&e 

hydrolyse hydrolyse hydrolyse hydrolyse 

Glc 30.15 59.50 18.33 50.00 
XYl 42.50 51.00 45.50 49.00 

pour Cp s’effectue dans les memes conditions opkra- 
toires. D’apr& les r6sultats obtenus (Tableau 2), il semble 
que l’amyloide d&ad6 par la germination corresponde 
g une zone d’unitks Glc substituks en partie par le D- 

galactosyl 1 + 2 D-xylose. L’action de l’enzyme parait se 
traduire par un fractionnement assez pousst de la 
chaine d’unitks Glc. 

L’attaque du complexe enzymatique puti!% de P. 
notatum a done port& sur les unit& glucose et xylose 
jusqu’g une limite qui ne s’kloigne jamais du rapport 
Glc~/Xyl tgal B 1.5-2 et provoquant de ce fait un rac- 
courcissement de la chaine. Nous n’avons jamais re- 
trouvk de galactose ni k l’ktat libre ni g l’ktat combink, ce 
qui est en faveur de cette interprktation. 11 semble done 
que cette &de nous a permis d’isoler la zone de la 
mokule oti les unitks /3-D-glucose sont substitukes par 
le galactosido-xylose. De plus, Phypoth&se kmise par 
Courtois et al. [7] selon laquelle un glucose est intercal 
entre deux unit&s glucose supportant un D-galactosyl- 
D-xylose nous apparait &re skrieusement renforcke. 

Caction du complexe enzymatique sur les amylofdes Etude & l’amylol’de r&he1 de Cp obtenu aprPs action 
trait& soit par l’acide oxalique M soit par un excBs de du complete enzymatique sur l’amylofde de Cp dkgradk 
P.I. conduit k des polysaccharides oii le galactose a aprh 8 jours de germination. Nous avons Ctudik en d&ail 
partiellement ou totalement disparu [2-4, 73. cet amyloide parce qu’il fut le plus aid & prtparer [8]. 

Dans nos expkriences, les amylddes d&grad&s par voie C’est un prod& t&s soluble dans Peau, l&g&ement 
chimique ont 6tk obtenus soit par action de l’acide rkducteur, ne migrant pas eri chromatographie, meme 
oxalique M pendant 2 hr g 100“ [l], soit par action du aprks dix jours de contact avec ditT&ents solvants. 

l/10 seulement de la quantitk thkorique d’acide period- 
ique pour la rupture de toutes les liaisons a-glycol sur 
les amyldides intacts Les rapports molkculaires obtenus, 
pour ces amylddes partiellement d&ad&s, avant et 
apr6s action de la /?-D-ghCamSC sont rCsumts dans le 
Tableau 4. 

Gal 1 1 0 0 1 1 1 1 
Glc 6 4 5 3 6.2 2.78 5.2 2.35 

Affusion XYl 3 1.5 1 1 3.35 1.53 3.3 1.25 
unique Sucres Cellobiose Cellobiose Cellobiose Cellobiose 

lib&s Xylosido-glucose Xylosido-glucose Xylosido-glucose Xylosido-glucose 
Glucose Glucose Glucose Glucose 
Xylose Xylose Xylose 
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Une etude cinetique realis& en milieu sulfurique 
0.05N 21 100” nous a permis d’obtenir du galactosido 
1 + 2 xylose en quantite suflisamment importante. 
Isole et hydrolysk, il fournit une molecule de glucose et 
une de xylose. 11 migre en chromatographie sur papier 
comme un kchantillon t&mom [9] prepare par Courtois 
et al. a park de l’amyldde intact. 

L’hydrolyse enzymatique par la /I-galactosidase non 
purilike mais depourvue da-galactosidase, isok des 
graines de Trifolium repens [lo, 1 l] a lib&e du galactose 
nettement decelable par chromatographie, accompagne 
de xylosido-glucose et de cellobiose. 11 est certain que la 
preparation utilisQ n’etant pas puriliee, il nous est 
dilkile d’interprgter le processus d’hydrolyse. N&m- 
moins, nous avons recueilli une donnke interessante: la 
certitude que I’amyloIde est sous forme dune molecule 
suftlsamment depolymeriske pour que les B-galacto- 
sidases puissent en detacher le galactose terminal. En 
effet, la plupart des /I-galactosidases sont incapables de 
detacher le galactose des substrats de poids moltkulaire 
tlevt [ 121. Dans le mCme temps et darts les mt$mes con- 
ditions, les differentes a-galactosidases que nous avons 
utilisees sont demeurbes sans action, ce qui cot&me la 
forme b du galactose terminal proposke par Courtois 
et al. 

La permethylation [13] suivie d’hydrolyse et dun 
dosage a l’hypoi’odite nous a don& les rkwltats suivants 
exprimes en rapports moltculaires: 2,3,4,6 tetra-O- 
methylgalactose (l), 2,3,6 tri-O-methylglucose (0,78), 
3,4 di-0-methylxylose (0,99), 2,3 di-O-methylglucose 
(0,93). Courtois et Le Dizet, par des protocoles de 
methylation differents, avaient etudie les amyloldes non 
degrades de Bs et Cp; le glucose etait retrouve pour l/3 
sous forme de derive trimethyle en 2,3,6 et pour 2/3 
sous forme de derive dimethylt en 53. Le 3,4 di-O- 
methylxylose, le 2,3,4 tri-0-mtthylxylose et le 2,3,4,6 
tetra-0-methylgalactose etaient en quantitks sensible- 
ment Cquimoleculaires. Or, avec l’amyldde residuel, la 
premiere remarque qui s’impose est la disparition de 
2,3,4 tri-0-mtthylxylose, ce qui implique qu’il n’y a plus 
dam la molecule de restes de wxylose non substitue 
lies directement aux unites D-ghme de la chaine 
centrale. 

Alors qu’avec l’amyloi’de intact, pour deux unites de 
2,3 di-0-mtthylglucose, il n’y avait qu’une seule molecule 
de 2,3,4,6 tetra-0-methylgalactose et une de 3,4 di-O- 
methylxylose, avec l’amyldde rksiduel, ces trois derives 
sont dans des proportions sensiblement &gales. Ceci tend 
done a indiquer qu’une partie des unites de Glc, celles 
ayant conduit au derive 2,3 0-methyl6 sont substitukes 
en 6 par des unites Xyl susceptibles d’i%re 3,4 O- 
methyl&es, elles-memes substitutes en 2 par Gal terminal 
conduisant, lui, au derive 2,3,4,6 0-methyl&. 

L’hypothese emise par Courtois et al. [7] selon la- 
quelle les residus de D-glUCDSe non substitues se locahsent 
dans les zones de l’amyloi’de od figurent les branchements 
de D-galactosyl-D-xylose semble con!lrmQ par la prk- 

+D-GlCp(l + 3 OU ‘t)-/?-D-Glq-(1 + 4)-j-D-Glcp 

6 6 
t t 
1 1 

a-D-xylp a-D-xylp 

2 
t f 
1 

j?-r&alp &alp _n 

Fig. 1. Structure propok pour l’amylokie rksiduel obtenu apr+s 
action de l’enzyme purifiee de P. notatum SIX les amyloi’des natifs 

et dkgradb. 

sence de 2,3,6 tri-0-mtthylglucose. Ce Glc non substitue 
par le galactosido-xylose est en proportion inferieure a 
celle qui est substituke. 

L’ensemble de ces resultats nous a permis de suggerer 
un schema-type de cet amyloide r&duel provenant des 
amyloi’des degrades soit apr&s germination, soit apr&s 
action de la D-gluoanaae de P. notatum II est vraisem- 
blable que l’amyloide attaquk par PI., puis par la glu- 
canase rtponde Cgalement a ce schema (Fig 1). 

PARTIE EXPiRIMENTALE 

La purificaticm de la cell&se de P. notatum provenant de la 
fume A.B Astra (Lakeme de1 AB, SoJdvt&Sle, Suede) est r&ah& 
sur colonne dhydroxyapatite selon le protocole d&it par 
Courtois et aL [7J. L’action de la /I-D-glu~anase purifiQ de 
P. notatum s’effectuc toujours selon les preckdks adoptb par ces 
m8mes auteurs Les rapports molkculaies des o.w constitutifs 
des differems polysaccharides sont etablis en prenant le gala0 
tom. comme unite. La mkthylation est rkali&e selcn la m&ho& 
d’Hakomori et Ic dosage des produits methyl& selon la methode 
a l’hypoiodite comme dans nos travaux anterieurs [4-71. 
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