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ETUDE DES POLYSACCHARIDES DE Rl%ERVE DE 
DEUX GRAINES DE LILIACEES: ASPARAGUS 

OFFICINALIS L., ET ENDYMION NUTANS DUMORT 

REN~E GOLDBERG 

Laboratoire de Physiologie v&g&ale, I rue Victor Cousin, Paris V 

(Receid 14 January 1969) 

R&urn&--Les graines d’dsparagus officinalis et d’Endymion nutans renferment d’importantes quantites de 
polysaccharides solubles dans la soude. Ces hemicelluloses se presentent sous la forme de longues molecules 
lineaires constituees par l’enchainement de molt!cules de glucose ,5 et de mannose 8 l&s par leurs carbones 1 
et 4; a l’extremite de ces glucomannanes on trouve des molecules d’a galactose. Les semences d’Asperge ne 
contiennent qu’un seul type de glucomannanes (dont le rapport mannose/glucose=l) alors que celles de 
Jacinthe semblent posstder aumoins deux sortes de polysaccharides differant par la valeur durapport mannose/ 
glucose. 

Abstract-The seeds of Asparagus oficinalis and Endymion nutans contain large quantities of NaOH-soluble 
polysaccharides. These hemicelluloses are linear molecules consisting of /I-glucose and ,&mannose l-+4 
linked with a-galactose as a terminal group. The seeds of Aspurugusare containing only one type of glucoman- 
nan (for which the ratio mannose/glucose= 1) whereas those of Endymion seem to have at least two kinds of 
polysaccharide, differentiated by the mannose/glucose~ ratio. 

INTRODUCTION 

D’~~~~~.~nombreuses graines renferment des quantites relativement importantes de poly- 
saccharides contenant du mannose. Les mannanes des graines de Phytelephas macrocarpa et 
de Phoenix dactylzjka sont connues depuis longtemps; des galactomannanes ont et6 isoltes 
a partir dun certain nombre de semences, en particulier chez les Legumineuses.’ On ne 
connait, par contre, que peu de graines contenant des glucomannanes.2 Or, nous avons 
constatt que certaines semences de Liliades renferment des polysaccharides dont l’hydrolyse 
acide lib&e essentiallement du glucose et du mannose (cas des graines d’ANium capa, Allium 
porum, Asparagus o@icinalis,3 Endymion nutans. 4 Nous nous sommes propose d’extraire et 
d’ttudier les polysaccharides constitutifs des semences d’dsparagus oficinalis et d’Endymion 
nutans. Ces recherches constituent la premiere partie d’un travail plus vaste sur le role 
physiologique des composes a mannose au tours de la maturation et de la germination des 
semences. 

RBSULTATS EXPBRIMENTAUX 

Semences #Asparagus O$cinalis 

A partir des semences mOres et aprts elimination des glucides solubles dans l’alcool 
aqueux et dans l’eau, les polysaccharides ont ettc isoles par des traitements successifs par des 

’ R. SOW, Acta Chem. Scund. 20,589 (1966). 
2 B. N. STEPANENKO, Bull. Sot. Chim. Biol. 42,1519 (1960). 
3 R. GOLDBERG, C. R. Acud. Sci. 261,5605 (1965). 
4 R. GOLDBERG, C. R. Acad. Sci. 256,3495 (1963). 
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solutions de soude de plus en plus concentrtes. Nous avons ainsi obtenu une strie de fractions 

differant par leur degrt de purification et leur solubilite dans la soude. Le Tableau 1 resume 
les operations conduisant a I’obtention de ces diverses fractions. 

Composition des Diverses Fractions Obtenues par Extraction Sodique 

Analyse de la composition chimique (Tab. 2). Les diverses fractions sont a peu prbs exemptes 
d’azote sauf les fractions A,, B, et Ci. Dans ces trois cas la presence d’azote est due vraisem- 

blablement a l’entrainement de traces de proteines (extractions aqueuses prtalables in- 
suffisantes pour Climiner toutes les prottines). L’insoluble residue1 contient encore 1 “/, 

d’azote. 
11 n’a pas CtC possible d’obtenir 100% de sucres reducteurs aprb hydrolyse acide; en 

effet, les conditions de cette hydrolyse (duke 3 heures, acidite 3 N) provoquent une destruction 

t monnose 

.t3 glucose 

FIG. 1. CHROMATOGRAPHIE EN PHASEGAZEUSE DES POLYSACCHARIDESD'ASPERGE. 

(Aprts hydrolyse acide et sylilation des oses lib&s), fraction B’2. 

non neghgeable des hexoses lib&es tout en &ant insuffisantes pour produire une hydrolyse 
totale (un leger residu insoluble subsiste toujours a la fin de l’hydrolyse). Les variations 
observces entre les diverses fractions sont peut-Ctre dues B des diffierences dans la granulo- 
metric des poudres obtenues apres lyophilisation, ce qui entrainerait une hydrolyse i&gale. 

Toutes les fractions possedent sensiblement Je m&me rapport mannose/glucose (= 1). 
Seule la fraction obtenue lors de la premiere extraction par la soude, et non purifite ulttri- 
eurement par la liqueur de Fehling (A,), contient un peu plus de glucose que de mannose 
(mannose/glucose = 0,SO); ce glucose suppltmentaire provient peut-etre d’hexoses associes 
aux composts pectiques incompktement elimines lors des traitements prealables par l’eau 
bouillante. L’insoluble residue1 obtenu apres toutes les extractions par la soude, lib&e 
apres hydrolyse acide, comme les diverses fractions de polysaccharides extraits par la soude, 
autant de glucose que de mannose. On peut done penser que les traitements par la soude 
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n’ont pas epuise totalement le materiel vegetal. L’insoluble residue1 est constitue essentielle- 
ment par des polysaccharides semblables a ceux extraits par la soude; il ne contient que fort 
peu de cellulose; en effet, une hydrolyse plus forte (dans les conditions requises pour obtenir 
la degradation de la cellulose) ne permet plus de liberer de sucres reducteurs. 

Toutes les fractions contiennent Cgalement des traces de galactose (Fig. 1). 
Tamisage mol&ulaire sur gel Skphadex. Les diverses fractions se sont comportees de 

facon identique lors de leur filtration sur gel Sephadex: jusqu’au gel G 150, les polysaccharides 
passent immediatement a la limite du volume d’exclusion de la colonne. Avec le gel G 200, 
par contre, on note un ralentissement de la migration mais sans distinguer plusieurs pits de 
sortie. Les diverses fractions extraites par la soude ont done ici le m&me comportement et, 
d’aprts nos analyses, apparemment la m&me composition chimique. 

Etude de la Structure des Polysaccharides 

Essais d’hydrolyses enzymatiques. Les amylases u et p sont sand action sur les polyosides, 
ce qui implique l’absence de liaisons a l-t4 entre les molecules de glucose; la maltase, la 
/I glucosidase et la /3 galactosidase sont tgalement inactives ce qui exclut la presence d’a 

glucose, de fl glucose ou de /3 galactose a l’extrtmite des molecules de polysaccharides. Par 
contre, l’action hydrolysante de la cellulase permet de supposer l’existence de liaisons de 
type j3 l-+4. 

Essai d’hydrolyse par un extrait enzymatique provenant de graines d’dsperge. Action de 
l’extrait enzymatique “ brut” : l’extrait utilise correspond a la fraction proteique dun broyat 
de semences precipitee par le sulfate d’ammonium entre 50 et 75% de saturation. Apt& 
24 heures d’incubation a 37” avec 50 mg de polysaccharides (fraction B’,) 2 ml de solution 
enzymatique (soit environ 64 mg de proteines) lib&rent un melange de sucres rtducteurs 
(6,2 mg) contenant 49 % de glucose, 48 % de mannose et 3 QA de galactose. 

Action des diverses fractions obtenues aprbs tamisage moltdulaire sur gel Sephadex G 
100 de l’extrait enzymatique brut : si on fait agir sur les polysaccharides ces diverses fractions 
proteiques, on constate que certaines d’entre elles provoquent la liberation d’une quantite 
relativement importante de galactose; ces fractions sont celles qui possedent la plus forte 
activitt a galactosidasique (Fig. 2). Cette fraction enzymatique qui possede une forte activitt 
hydrolasique et a galactosidasique &ant par ailleurs extremement peu active sur les p galacto- 
sides (ex. sur le lactose), on peut penser que les extrtmites des chaines de polysaccharides sont 
constituees par des molecules d’a galactose. 

Etude des polysaccharides m&hyl&. Les chromatographies sur papier des produits 
obtenus aprbs hydrolyse acide des polysaccharides methyl&s confirment ces premiers rbultats. 
En effet, on observe des quantitts importantes de 2,3,6-trimethyl-glucose et de 2,3,6-trimethyl- 
mannose ainsi que des traces de 2,3,4,6-tetramethyl-galactose, ce qui prouve l’existence de 
liaisons I+4 et la presence de galactose en fin de chaine. De plus, on remarque l’absence de 
derives dimethyl& des oses obtenus apres hydrolyse acide des polysaccharides, il n’y aurait 
done pas de ramification dans leur molecule. 

Pouvoir rotatoire. En solution dans la soude, les polysaccharides dtvient tres faiblement 
la lumiere polarisee vers la gauche ce qui confirme la forme /3 des molecules de glucose et de 
mannose. 

Hydrolyse m&nag&e des polysaccharides. Afin de determiner si nous nous trouvions 
en presence de glucomannanes ou d’un melange de glucanes et de mannanes, nous avons 
fait subir aux polysaccharides des graines d’Asperge une hydrolyse acide menagee; les 
oligosides ainsi lib&es ont CtC chromatographies sur papier puis Blues separement (Tab. 3). 
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FIG. 2. AcrrvrrS DES DIVERSES FRACTIONS PROtiIQUES OBTENUES APRtS TAhflSAGE MOLECULAIRE DE 

L'EXTRAIT ENZYMATIQUE DE GRAMES D'ASPERGE. 

A : activitts O! mannosidasique (O---C ---o), p mannosidasique (D--D), a et j glucosidasiques 
0. ---A), OL galactosidasique (o-.--o). 

B: quantitk de galactose lib& lors de l’hydrolyse des polysaccharides par les diverses fractions 
protkiques (en mg pour 100 mg d’oses lib&s). 

L’hydrolyse de chaque oligoside ainsi obtenu donne B la fois du glucose et du mannose; 
I’un d’eux lib&e en plus du galactose. Les polysaccharides des graines d’Asperge sont done 
des moltcules mixtes composkes de maillons de glucose et de mannose avec probablement 
qurlques mokules de galactose. 

TABLE 3. COMPOSITIONDESOLIGOSIDESOBTENUSPARHYDRO- 

LYSE MhNAGIkEDES POLYSACCHARIDES 

RfOL de l’oligoside Clud & 
partir du chromatogramme 0,11 0,30 0,45 0,68 

Hexose lib&k aprts hydrolyse 
acide 

Mannose + + + + 
Glucose + + f + 
Golactose - - + - 
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Les graines d’Asperge contiennent done des glucomannanes ; ces polysaccharides se 
presentent comme de grosses molecules lineaires (probablement plus de 800 unites de fi 
glucose et de j? mannose reliees par leurs carbones 1 et 4) et vraisemblablement terminkes 
par des molecules d’a galactose. Cette structure est semblable a celle que Andrews, Hough et 
Jones avaient dkcrite pour les polysaccharides des graines d’lris sibirica et d’lris ochroleuca.s 

Semences SEndymion Nutans 

Les techniques d’extraction utilisees pour les semences d’Aspcrge ont Ctt appliquees aux 
semences de Jacinthe des bois, mais, seules deux fractions A et B ont CtC isoks (correspondant 
respectivement aux deux extractions par la soude 2 N et aux trois extractions par la soude 
5 N); nous avons Cgalement &udiC l’insoluble residuel. 

Le Tableau 4 contient les resultats des analyses de ces fractions; a la difference des graines 
d’Asperge, celles de Jacinthe semblent contenir au moins deux sortes d’hemicelluloses 
differant entre elles par le rapport mannose/glucose; l’insoluble residue1 semble tres voisin 

TABLEAU 4. CXMFOSITION CHIMIQU~ DES DIFFERENTES FFU~T- 
TIONS DES POLYSACCHARIDFS ISOLEES DES SEMENCES DE JACINTHE 

DES BOIS 

Fraction dtudike A B Insoluble 
6nal 

mg d’azote contenus dans 100 0,8 0 098 
mg de polysaccharides 

mg de substances rkductrices 65 70 51 
lib&&s par l’hydrolyse acide 
de 100 mg de polysaccharides 

Rapport marmose/glucose 0.95 1,65 1.60 

des polysaccharides B. Les deux fractions A et B ont le meme comportement lors de la filtra- 
tion sur gel SCphedax (non retenues sur G 150; sortie ralentie sur G 200). La encore, l’analyse 
des produits obtenus apres hydrolyse acide des polysaccharides methyl& permet de conclure 
dans les deux cas a une structure non ramifiee (absence de derives dimethylts). Les chaines 
lineaires sont constituees par des molecules de glucose et de mannonse liees par leurs carbones 
1 et 4, des molecules de galactose occupant les extremitts (presence de 2,3,6-trimtthyl-glucose 
et de 2,3,6-trimethyl-mannose ainsi que de traces de 2,3,4,6-tetramethyl-galactose). 

Comme pour l’ttude des polysaccharides des graines d’Asperge, nous avons tent& 
d’hydrolyser les hemicelluloses des semences de Jacinthe par diverses enzymes de provenance 
commerciale. Les amylases a et /? sont inactives; la cellulase, par contre, hydrolyse les 
fractions A et B; les molecules de glucose sont done vraisemblablement sous forme /3. Les a 

et /3 glucosidases ainsi que la p galactosidase sont sans action; on peut done conclure a la 
presence d’a galactose aux extrtmitks des chaines des deux polysaccharides A et B. Par 
ailleurs leur hydrolyse menagee lib&e des oligosides contenant tout a la fois du glucose et du 
mannose, il s’agit done ici de glucomannanes. 

5 P. ANDREWS, L. HOUGH, et J. K. N. JONES, J. Chem. Sot. 1186 (1960). 
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Conclusion 

Nous trouvons done darts les graines des deux especes de Liliactes Ctudiees ici, des 
polysaccharides constitues principalement par du glucose et du mannose. La structure de ces 

hemicelluloses est conforme a celle observee dans le cas de graines de familles tres voisines :5 
glucose et mannose relies par leurs carbones 1 et 4, galactose a l’extrtmite des molecules de 
polysaccharides. Le mannose et le glucose sont sous forme@, ce qui semble Ctre une constante 

des hemicelluloses des vegetaux superieurs (alors que les mannanes des levures, par contre, 
sont constitutes d’cr mannose), mais le galactose, present en tres faible quantitt, est sous 
forme a. Les liaisons I+4 sont Cgalement tres repandues parmi les polysaccharides vegetaux. 
Une caracteristique des Liliales reside peut-&tre dans l’existence de grosses molecules lineaires 
(et non ramifites comme dans le cas des tubercules de certaines 0rchidCes).6 Les deux esptces 
ttudiees presentent en outre un autre point commun: leurs glucomannanes contiennent 
autant de glucose que de mannose; cependant, les graines d’Endymion possedent egalement 
des glucomannanes dont le rapport mannose/glucose est voisin de 1,60. 

Nous publierons prochainement les resultats concernant d’une part la localisation de ces 
polysaccharides dans les diverses parties des semences, et d’autre part, leur mode d’utilisation 
au tours de la germination. 

TECHNIQUES 

~xfraction (Tab. I) 

Aprbs avoir tlimine par une drie d’extractions successives les glucides solubles dans I’alcool, dans l’eau 
froide et dans l’eau bouillante, nous avons isole a partir de l’insoluble residue1 plusieurs fractions de poly- 
saccharides en traitant cet insoluble par la soude. Chacune des fractions extraites par la soude est neutralisee 
par I’acide adtique, precipitee par l’alcool puis soumise a dialyse. Une partie de ce precipite est congelee dans 
l’azote liquide et lyophilisee (ex. A,), le reste est redissous dans la soude et precipitt par la liqueur de 
Fehling; le cuivre est alors elimine par l’acide chlorhydrique glace; la solution chlorhydrique est precipitee 
par l’alcool, le precipite est dialyse, congele dans l’azote liquide et lyophilise (ex. AZ); le precipite incolore 
qui subsistait apt& l’addition d’HC1 est tgalement dialyse, congele et lyophilise (A’*). Nous avons ainsi 
etudie comparativement les diverses poudres obtenues apres lyophilisation et l’insoluble residuel. 

Dosage de I’Azote 

Aprts mineralisation d’une partie aliquote de chaque fraction (environ 20 mg), la quantite d’azote est 
estimee colorimetriquement par le reactif de Nessler selon la methode decrite par Koch et McMeekin.7 

Etude des Oses Constitutifs de Chaque Fraction 

Aprts hydrolyse acide (HC13 N 3 h a loo”) la quantite de sucres reducteurs est determinee selon la methode 
de Nelson-Somogyi.8 La chromatographie en phase gazeuse des derives trimethylsylils des oses ainsi lib&es9 
est realisee dans des conditions identiques a celles utilisees lors de l’etude de l’evolution des hemicelluloses 
d’Asperge au cours de la germination.is 

Tamisage Moleculaire sur Gel Skphadex 

Tamisage des diverses fractions de polysaccharides: 50 mg de chacune des fractions sont dissous dans 10 ml 
de soude N; le pH est abaisst a 9,0 par de l’acide chlorhydrique et le volume de la solution est amene a 20 ml 
avec du tampon “ tris” 0,lO M (pH 9,0). 1 a 2 ml de celle solution sont deposes d’une colonne de gel Sephadex 
(hauteur 1 m diambtre 0,5 cm) puis Clues par du tampon “tris” pH 9,0. Les diverses fractions (de 1,5 ml 
chacune) obtenues apres filtration, sont do&es par le reactif a l’anthrone.11 

Fractionnement de la preparation enzymatique utilisee lors de l’ttude de l’hydrolyse enzymatique des 

6 M. DALOUL, F. PETEK et J. E. COURTOIS, Bull. Sot. Chim. Biol. 45,1247 (1963). 
7 F. C. KOCH et T. L. MCMEEKIN, J. Am. Chem. Sot. 46,2066 (1924). 
* J. NELSON, J. Biof. Chem. 153, 175 (1944). 
9 C. C. SWEELEY, R. BENTLEY, M. MAKITA et D. D. WELLS, J. Am. Chem. Sot. 85,2497 (1963). 

10 R. GOLDBERG, C. R. Acad. Sci. 264,1036 (1967). 
I1 R. DREYWOOD, Ind. Eng. Anal. Edit. 18,499 (1967). 
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polysaccharides: la solution enzymatique est obtenue a partir de graines d’Asperge non germ& darts les 
conditions d&rites precedemment .tz 5 ml de cette solution (soit environ 100 unites de D.O. a 280 nm) sont 
deposes au sommet d’une colonne de gel Sephadex G 100 (90 cm de haut et 2,5 cm de diametre) imbibee de 
tampon acetate pH 4,7 0,lO M puis BIues par ce m&me tampon. Les fractions recueillies sont d’environ 12 ml 
chacune. L’action de ces diverses fractions sur les polysaccharides est alors recherchee. 

Incubations Enzymatiques 

Hydrolyse des polysaccharides: 50 mg de polysaccharides sont laisses 20 hs au bain marie a 37” dans 10 ml 
de tampon en presence de l’enzyme ttudiee. Nous avons test& successivement les enzymes de provenance 
commerciale suivantes: amylase a, amylase ,!?, maltase (NBC); ,3 glucosidase, /I galactosidase~(SIGMA); 
cellulase, hemicellulase (FLUKA). De plus, nous avons BtudiC l’action sur les polvsaccharides de diverses 
fractions proteiques obtenues apres tamisagemol&,daire sur gel SCphadex G IOOddla preparationenzymatique 
de graines d’Asperge. Les reactions sont arr&es par immersion dans l’eau bouillante pendant 2 minutes. 
Les echantillons sont alors film%, amen& a volume determine puis analyses quantitativement (dosage des 
substances reductrices lib&es) et qualitativement (sylilation et chromatographie en phase gazeuse). 

Recherche des activites cz et /? glucosidasiques, OL et B mannosidasiques, a galactosidasique des diverses 
fractions proteiques: les differentes fractions proteiques rccueillies apres filtration sur gel Sephadex G 100 de 
la preparation enzymatique obtenue a partir de graines d’Asperge, sont plactes au bain marie B 37” dans du 
tampon acetate 0,lO M pH 4,7 en presence de substrats sp&fiques: C( et j3 phenyl-glucosides, CL et /3 phenyl- 
mannosides, (z phenyl-galactoside. Le phenol lib&e est dose en milieu alcalin au spectrophotometre a 285 nm. 

Preparation des divers substrats: les phenyl-tetracetyl-glucosides sont prepares selon la methode de 
Montgomery,13 puis desacetyles par le methylate d’ammonium .14 Les phenyl-tetracetyl-mannosides sont 
obtenus par la technique de Helferich et Winkler, Is et dCsac&ylCs par le methylate d’ammonium. L’a phenyf- 
galactose nous a Bte donne par Madame Lechevallier.16 

Methylation des Oses Constitutifs des Polysaccharides 

Nous avons fait successivement : 

(a) 10 methylations par le dimethylsulfate en presence de soude.*r 
(b) 2 ou 4 methylations par l’iodure de methyle (Me I) en presence d’oxyde d’argent.*s 

(a) Apres dissolution de 1 g de polysaccharides dans 20 ml de soude a 30 %, on ajoute 6 ml de soude a 30 % 
et 3 ml de dimethylsulfate; cette operation est rep&e 10 fois, un intervalle de 10 min &ant observe entre 
chaque addition. Le melange est agite 24 h ii la temperature du laboratoir puis plonge dans un bain marie 
bouillant ; le precipite qui apparait alors en surface est recueilli par filtration, lave a l’eau chaude et seche 
sous vide. Ce produit partiellement methyl& est dissous dans 20 ml de dioxane et subit neuf autres methylations 
de ce type. 

(6) Le polysaccharide partiellement methyle est dissous dans 20 ml de dimethylsulfoxyde; on ajoute alors 
20 ml de Me I et 5 g d’oxyde d’argent fraichement prepare; apres 48 heures d’agitation en erlenmeyer bouche, 
on verse a nouveau 20 ml de Me I et 5 g d’oxyde d’argent. Apres 48 heures d’agitation le melange est centrifuge ; 
le prccipitts est extrait par du CHC13 et B nouveau centrifuge. Apres cinq extractions de ce type, les sumageants 
sont r&mis et laves par une solution d’hyposulfite de sodium a 15 ‘A atin d’eliminer l’iode. La CHC13 solution 
est alors traitee par l’eau (qui entraine les sels mineraux) puis deshydratee (SO,Nar), et concentree sous pression 
reduite. Le residu sirupcux est des&hC sous azote et conserve au dessiccateur. Dans le cas des polysaccharides 
de Jacinthe, deux nouvelles methylations ont Cte necessaires. 

Etude des Produits MkthylPs 

Quelques mg de polysaccharides methyl& sont dissous dans une solution hydroalcooiique puis hydrolyses 
par S04HZ 2 N (2 heures ii loo”) . Aprb neutrahsation par le CO$r et elimination du precipite forme, la 
solution obtenue est chromatographite sur papier dans les conditions mises au point par Peteklg (chromato- 
graphie asccndante de 24 heures dans Ie melange isooctane-isopropanol-solution aqueuse d’ammoniaque a 
10 % 65 : 25 : 2) et les hexoses methyl& sont alors revel& par le reactif de Partridge20 (oxalate d’aniline). Les di, 

12 R. GOLDBERG, C. R. Acad. Sri. 264,2899 (1967). 
13 E. MONTGOMERY, N. R. RKHTMEYER et C. S. HUDSON, J. Am. Chem. Sot. 64,690 (1942). 
t4 J. A. JOHNSON, J. Org. Chem. 22,954 (1957). 
15 B. HELFERICH et S. WINKLER, Ber. Dtsche Chem. Ges. 66,1556 (1933). 
16 D. LECHEVALLIER, These Do&., Paris (1966). 
17 W. N. HAWORTH. J. Chem. Sot. 113.188 (1918). 
1s T. PURDIE et J. C: IRVINE, J. Chem. ,_koc. Sj, 1021 (1903). 
19 F. PETEK, B&I. Sot. Chim. Fr. 263, (1965). 
20 S. M. PARTRIDGE, Nature 164,443 (1949). 
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tri, tetra-0-methyl-glucosides et galactosides ont CtC determines en se referant ii la position de substances 
temoins; le 2,3,6-tri-0-methyl-mannose a Cte determine par son RI, 

Hydrolyse M&zag&e des Polysaccharides 

Les polysaccharides restent 3 heures a 100” en presence de S04H2 0,l N. Apres neutralisation par CO+%, 
la solution est chromatographiee sur papier Whatmann no 3 (chromatographie descendante de 40 heures dam 
le solvant n-BuOH-acide acktique-Hz0 5: 1: 2). Les glucides anisi &pares sont dlues par I’alcool a 50” (15 min 
a l’ebullition; deux fois) et I’eau bouillante (deux fois 15 min). Chaque fraction est hydrolysee (SOJH2N 30’ 
a loo”), neutralisee, sylilte et analyde par chromatographie en phase gazeuse. 
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