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Avant-propos

Ce travail a été réalisé au sein de ’Equipe Polysaccharides Pariétaux des Végétaux
(EPPV), laboratoire de Recherche de I’Université de Lille Flandres-Artois, sous la direction de
Monsieur MORVAN Henri, depuis 1988. Suite a la nomination au titre de Professeur de
Monsieur MORVAN, la finition de ce travail est effectuée & Lille et & Limoges, sous la co-
direction de Monsieur André VERBERT, Professeur & 'USTL F-A et Directeur du Laboratoire

de Chimie Biologique.

En premier lieu, je tiens & remercier avec gratitude Monsieur Henri MORVAN,
Professeur et Directeur du laboratoire de Biologie Cellulaire Végétale et Valorisation des
Espéces Ligneuses (BCVEL) a I’Université des Sciences de Limoges, pour m’avoir confié ce
travail sur la caractérisation des glucides végétaux et pour la confiance qu’il m’a témoignée.
Jespére que ce travail ait été & la hauteur, aussi modeste soit-il. Sa qualité humaine, sa patience,

son sens critique et son aide ont beaucoup contribué a la réalisation de cette Theése.

J’exprime ma plus profonde gratitude @ Monsieur Jean MONTREUIL, actuellement
Professeur honoraire @ 'USTL Flandres-Artois, qui a dirigé le Laboratoire de Chimie
Biologique au début de ma thése. Son importante contribution dans le développement des
composantes technologiques et des personnels compétents dans le domaine des glucides a Lille,
a permis la réalisation de ce travail. Je le remercie pour ses enseignements magistraux qui
transmettent non seulement les connaissances, mais aussi la passion de la Recherche qu’il
exprime avec enthousiasme et conviction. Sa bienveillance m’a permis de communiquer avec
les membres de son laboratoire, tels ceux des Laboratoires de Messieurs Bernard FOURNET et
Gérard STRECKER, que je remercie avec leur collégues Enseignants-Chercheurs, pour leurs

enseignements et leur disponibilité.

J'exprime toute ma gratitude & Monsieur André VERBERT pour avoir accepté d’étre
Directeur de Thése. Je suis trés honoré par sa présence comme Président du Jury. Je profite de
Uoccasion pour remercier tout le personnel du Laboratoire de Chimie Biologique, qui m’a

toujours réservé un excellent accueil lors de mes fréquents passages impromptus.

Cette Thése fait partie du théme développé a Lille par Monsieur Henri MORVAN,
concernant létude des polysaccharides de la paroi cellulaire végétale et leur excrétion par une
suspension cellulaire de siléne. La présence au titre de Rapporteur, de Monsieur Jean-Paul
JOSELEAU, Professeur & U’Université de Grenoble, réputé pour ses compétences dans le domaine
des glucides végétaux, est pour moi un honneur. Je lui suis également reconnaissant de l'intérét

qu’il porte @ mon travail, de ses conseils et ses critiques constructives.



Le chapitre III de cette Theése a été réalisé avec une enzyme gracieusement fournie par
Monsieur Philippe DEBEIRE, Directeur de Recherche & 'INRA, dont l'ouverture d’esprit et la
spontanéité permanentes se manifestent par son accord d’étre Rapporteur. Pour toutes ces

raisons, je lui adresse mes plus vifs remerciements et ma reconnaissance.

Dés le début de ma formation en 3¢™¢ Cycle, Monsieur Bernard FOURNET, Professeur a
PUSTL F-A, s’est toujours intéressé @ mon travail. Cet intérét s’est concrétisé par des stages de
formation et des concertations scientifiques pendant la durée de la These. C'est grice & son
initiative que j'ai pu accéder & linstallation chromatographique du Laboratoire de Chimie
biologique et disposer de la base de méthylation. Pour m’avoir fait confiance et pour avoir
accepté de participer au Jury, je lui exprime ma profonde gratitude. De plus, mes remerciements
s’adressent aussi bien & lui qu’a son équipe de Recherche dont les compétences ont contribué a la
réalisation quotidienne de ce travail. Parmi ces personnes qui m’ont apporté leur aide:

- Madame Anne HONVEAU, technicienne, pour la réalisation, avec patience et efficacité, de
la formation a la technique de méthylation et & lutilisation de linstrument d’analyse par
chromatographie liquide gaz couplée au Spectrométre de masse.

- Thierry FONTAINE pour son aide scientifique au cours de nos discussions, pour sa
promptitude & rendre service et pour son amitié. Qu’il soit assuré de la mienne.

- Messieurs Yves LEROY et Philippe TIMMERMANN pour leurs nombreux conseils et
assistances techniques en matiére d’analyse par chromatographie liquide gaz couplée ou non &
une spectrométre de masse. La préparation de la base de méthylation est réalisée par

TIMMERMAN. Et & tous les autres, je leur remercie de leur accueil chaleureux et amical.

Je présente mes remerciements & Monsieur Jean-Fran¢ois THIBAULT, Directeur de
Recherche @ UINRA, pour ses arguments constructives, pour m’avoir recu en stage d’initiation
aux techniques de méthylation des polysaccharides pectiques, et pour m’avoir permis d’obtenir
gracieusement de l’Arabinanase de la part de Monsieur A.G.J. VORAGEN, Professeur a
I’Université de Wageningen (Les Pays Bas), que je remercie. Ces remerciements vont
également au personnel du laboratoire de Technologie des Glucides de Nantes pour leur accueil
chaleureux et particuliérement a Monsieur Xavier ROUAUX, Chargé de Recherche & 'INRA, en

tant qu'eanimateur de ce stage.

Depuis le départ de Monsieur Henri MORVAN, Monsieur Yves LEMOINE, Professeur &
L’USTL F-A, a accepté de m’accueillir au sein de son équipe, le Laboratoire de Cytophysiologie
Végétale et Phycologie. C’est pourquoi, je tiens & lui exprimer toute ma gratitude et mes
remerciements pour sa gentillesse et sa compréhension qui m’ont permis de finir ce travail
dans de bonnes conditions. J’adresse également mes remerciements & Monsieur Robert KLING,

Maitre de Conférences & Lille, pour ses multiples conseils et sa gentillesse.



J’ai intégré UEPPV en méme temps que Bernard PRIEM que je remercie infiniment pour
son amitié sincére ainsi que pour les échanges scientifiques fructueux grice & son esprit
d’analyse critique, franc, constructif et précis. Son encouragement constant m’a été utile, méme
en étant aux Etats-Unis. Je lui témoigne ma reconnaissance pour m’avoir présenté a Monsieur

Philippe DEBEIRE. Ils ont su me communiquer le goiit du travail bien fait.

Mes remerciements s’adressent également & Yannis KARAMANOS, Maitre de
Conférences @ Limoges, pour m’avoir formé pendant mon DEA et pour ses conseils permanents.
A Mademoiselle Marie-Claire VERDUS, Chargée de Recherche CNRS, toute ma gratitude et mes
remerciements pour ses multiples interventions en matiére de Cytologie, de Biologie Végétale et
de réalisation des affichages scientifiques. Enfin, pour son soutien amicale et pour sa

gentillesse qu’elle soit assurée de mon amitié sincére.

De méme, a Jean-Claude MOLLET, sa complicité amicale et sa disponibilité a rendre
service m’ont beaucoup aidé ; je lui en remercie infiniment. Je lui souhaite de trouver un
agréable aboutissement & son travail de Thése acharné. Je lui transmet mon encouragement
avec mon amitié sincére. Par ailleurs, Rafic FEGHALI, compagnon du début, est toujours
disponible pour partager ses connaissances et sa bibliographie. Je lui adresse mes
remerciements et mon encouragement. Qu’il trouve en ma personne un ami fidéle. A Anne-

Chantal DECLERCK, mes remerciements pour la préparation de la Pectinase Serva.

Toujours parmi le personnel de I’EPPV, je remercie Madame Michéle DELECOURT
pour la dactylographie des publications et des affichages scientifiques. Je salue la participation
efficace et sympathique de Madame DANNOOT et de Monsieur Jean DELVINQUIER dans
Uentretien des locaux et du matériel. Et & Monsieur Robert MOREAU, Verrier de l’école de
Chimie ENSCL, mes remerciements pour les services de réparation et de confection de

matériels.

Au cours de la réalisation de ce travail, j’ai eu accés au laboratoire de Spectrométrie de
Masse dirigé par Monsieur Guy RICART dont les conseils techniques et la disponibilité m’ont
beaucoup aidé. C’est pourquoi je tiens a le remercier pour son aide efficace et amicale. Je lui
souhaite d’obtenir les moyens nécessaires pour effectuer l’énorme travail demandé. Ces
remerciements s’adressent également ¢ Monsieur Albert DELANNQY pour son assistance en
analyse par GLC-SM en mode ionisation chimique. De méme, @ Messieurs Bernard MOUCHEL
et Jean-Michel WIERUSZESKI pour les analyses par Spectroscopie 13C-RMN qu’ils ont
effectuées avec attention et efficacité. Je profite de loccasion pour remercier La Région et Le
Conseil Général du Nord | Pas-de-Calais, le Ministére de I’Education Nationale et ’Université
des Sciences et Technologies de Lille Flandres-Artois, pour l'acquisition de ces matériels

coliteux qui ont été nécessaires a la réalisation de ce travail.



J’adresse également mes remerciements au personnel du Laboratoire BCVEL de
Limoges pour leur accueil chaleureux, pour Uapport scientifique et matériel indispensables &
I’accomplissement de ce travail. Particuliérement ¢ Sabine LHERNOULD, & Francgoise
MARGA et & Vincent GLOAGUEN, pour votre contribution spontanée et sans limite (correction
linguistique et dactylographie) et pour votre amitié, croyez & ma gratitude et @ mes sincéres
remerciements ainsi qu’a mon amitié. Je vous souhaite de rencontrer des personnes de votre
qualité tout au moins au cours de votre thése ; restez solidaires. Je n’oublie pas les autres
membres auxquels j'adresse mes remerciements :

A Monsieur Michel CARLUE, Maitre de Conférences, pour sa disponibilité scientifique lors
de mes multiples questions inopinées et impromptues en matiére de Biologie et Physiologie
Végétales, tout comme @ Monsieur Jean-Jacques FREDON, Maitre de Conférences. A Madame
Jacqueline COUILLOT, Maitres de Conférences, @ Claire CHEVALIER, & Jean-Marc
FOURNIER et a Messieurs Askolds VILKS et Jean-Pierre VERGER, Maitres de Conférences, je
vous remercie de votre soutien moral et amical, de votre sympathie. Enfin, a Madame KOSAL,
Secrétaire, et @ Monsieur et Madame GOMOT, personnel technique, mes remerciements pour

-leur sympathie et leur compréhension des contraintes occasionnées par ma présence.

Aux Directeurs et Personnel des différents Laboratoires en Biologie Végétale de ’'USTL

F-A, mes remerciements pour leurs aides et leur sympathie.

Pour terminer, je dédie cette Thése a Ma Famille et spécialement @ Ma Chére soeur
Giséle DEVILLIER-KWAN. Grdce & leur amour, & leur sacrifice, a leur soutien moral et
matériel, je suis arrivé a faire une étude supérieure. J'espére que ce travail, aussi humble soit-il,
soit a la hauteur de leur confiance et de leur sentiment & mon égard. A mes Parents, Fréres et
Soeurs, je vous remercie pour votre aide. Soyez assurés de mon estime, de ma profonde gratitude

et de mon dévouement.
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La suspension cellulaire de Siléne libére dans le milieu de culture des composés
glucidiques parmi lesquels des polysaccharides pariétaux. Pour étudier les molécules a I'état
natif, celles-ci ont été séparées par des précipitations éthanoliques successives. Le contenu
glucidique du milieu a été défini en s’appuyant sur la nature des oses réducteurs et sur la
composition globale des fractions : - des fragments pariétaux, - des polymeéres solubles
(glucanes, xylanes, mannanes, arabinogalactanes II, homo- et rhamnogalacturonanes, ...), -
des oligosaccharides et des monosaccharides. Des N-glycannes, des polyols majoritairement
liés, ainsi que des monosaccharides conjugués, ont également été décelés. Dans un deuxiéme
temps, 'étude structurale de certains polysaccharides solubles a été réalisée par méthylation et
par I13C-RMN. Elle aboutit a la caractérisation de fragments comme les
galacto(gluco)mannanes, les xylanes, les arabinogalactanes pectiques et protéiques. Une
troisiéme étape a consisté a dégrader les fractions intermédiaires par voie enzymatique
(pectinase et endoxylanase). L’analyse des oligosaccharides et des fractions résistantes a
permis de préciser le mode de substitution des xylanes par des arabinogalactanes II. Les
résultats permettent d’amorcer une discussion concernant l'origine de ces glucides
extracellulaires, caractéristiques du milieu de culture d’une suspension cellulaire parvenue a

la fin de son cycle.



INTRODUCTION

Les polysaccharides extracellulaires des suspensions cellulaires végétales ont fait
T'objet de nombreux travaux de recherche concernant leur identité structurale. Il en résulte que la
nature et la composition de ces polyméres sont en étroite relation avec celles des constituants
polysaccharidiques des parois cellulaires végétales. L'hypothése la plus fréquemment admise
consiste & considérer que les polysaccharides extracellulaires sont d'origine pariétale. Ils
proviendraient du turn-over des polysaccharides pariétaux aux cours de la croissance cellulaire,
bien que les mécanismes fondamentaux mis en jeu soient peu ou mal connus. A ce titre, le terme
de "polysaccharides extracellulaires” désigne aussi bien les polyméres excrétés par les
suspensions cellulaires que les exsudats racinaires ou les mucilages. De telles molécules
représentent des produits d'un intérét économique certain dans les domaines de l'agro-
alimentaire et de la médecine, & cause de leurs propriétés physico-chimiques (épaississante,

gélifiante, diététique) et biologiques (anti-tumorale, immunologique).

L'étude présentée concerne uniquement les polysaccharides extracellulaires de la
suspension cellulaire de Siléne. La connaissance de leur structure fournira des renseignements
sur leur origine et leur évolution intra-pariétales. Il convient cependant de préciser que
I'analyse entreprise est basée sur une classification et une nomenclature admises jusqu'a
présent, & savoir que les trois grandes catégories de constituants polysaccharidiques pariétaux
sont la cellulose, les pectines et les hémicelluloses. Cette répartition dépend a la fois des procédés

d'extraction utilisés, de la composition globale en monosaccharides et des liaisons glycosidiques

Ce travail s'inscrit dans le cadre du programme général de notre équipe qui porte sur la
connaissance et la compréhension de la structure et du métabolisme pariétal des polysaccharides
végétaux. Il concerne la caractérisation biochimique des polysaccharides “natifs” libérés dans
le milieu de culture et tente d'en dégager des arguments concernant les relations probables entre
les diverses classes de polysaccharides. L'idée initiale a été d'aborder I'étude par une stratégie

expérimentale originale articulée en deux étapes :
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1)- L'isolement et la purification des polysaccharides natifs a 'aide des méthodes douces de
séparation (précipitation sélective, techniques chromatographiques). Cette approche a l'intérét de
mieux conserver l'intégrité des macromolécules, & la différence des méthodes chimiques et
enzymatiques qui sont pourtant nécessaires. Par la suite, elle permet de déceler des fractions
"intermédiaires”.

2)- La‘ détermination des liaisons intramoléculaires et leur distinction par rapport aux relations
intermoléculaires. Une telle approche nécessite la confirmation préalable de la régularité ou/et
de l'homogénéité structurale des fractions "intermédiaires” par l'utilisation de méthodes
appropriées (dégradations enzymatiques). Enfin, il faut démontrer 1'existence d'associations

par la présence de liaisons covalentes spécifiques.

Aprés avoir fait 'inventaire des composés glucidiques présents dans le milieu de culture
de la suspension cellulaire, & 1a fin d’un cycle de culture de 14 jours, la stratégie d’étude qui vient
d’étre présentée sera exercée sur deux fractions prépondérantes appartenant aux deux grandes
familles de polysaccharides matriciels: pectines et hémicelluloses. Finalement, les données
recueillies permettront de discuter de la notion initialement présentée par Albersheim (1965) :

"la paroi, une macromolécule gigantesque ou mégamolécule”.

Silene alba



GENBEBRAILITIES

La cellule est définie comme 1'entité fondamentale, morphologique et fonctionnelle de
tous les organismes vivants. Les rapports qu'elle entretient avec le milieu environnant et avec
d'autres cellules se traduisent par des échanges de substances dissoutes et par des contacts
intercellulaires.

Depuis un demi-siécle, on s'intéresse aux cultures "in vitro” de cellules et de tissus
végétaux pour deux raisons principales:

- D'une part, l'optimisation de la production de constituants végétaux (métabolites actifs,
aliments, fibres, énergie) d'intéréts industriels (Misawa, 1980) et biotechnologiques (Barz et al.,
1977).

- D'autre part, la compréhension et la connaissance des phénoménes qui régissent les relations
intercellulaires (Albersheim et al., 1984 et Fry, 1988).

La culture "in vitro" des cellules ou des tissus est une technique qui présente certains
avantages expérimentaux par rapport aux plantes entiéres et a leurs organes. Elle permet le
contrdle des conditions de culture (les nutriments, la lumiére et la température) et de 1'asepsie
(diminution du risque de contamination),

Toutefois, de tels modéles perdent partiellement leur pouvoir de différenciation et
deviennent relativement uniformes. Dans des conditions données, le maintien de la
totipotentialité des cultures permet la multiplication clonale des végétaux (Reynolds et
Murashige, 1979). On obtient ainsi une simplification des systémes biologiques qui est une étape
nécessaire pour parvenir i la modélisation des structures et des fonctions étudiées sur un
matériel biologique homogéne. Malgré la diversité initiale des formes d'organisation,
caractéristique qui rend impossible 1'étude d'une seule cellule végétale type, l'utilisation de
cellules de métaphytes cultivées "in vitro" est complémentaire des démarches entreprises sur des
organismes unicellulaires (protophytes) pour en définir les caractéres fondamentaux. Ainsi, les
aspects du métabolisme cellulaire les plus étudiés concernent la nutrition (Dougall, 1980),
notamment les mécanismes d'absorption des ions (Grignon, 1974 ; Pennarum, 1980 ; Thoiron,
1984) dans le but de définir des modeles fonctionnels des échanges cellulaires. De ce point de vue,
plusieurs chercheurs se sont intéressés a l'élucidation structurale et a I'étude physico-chimique

des polysaccharides extracellulaires et pariétaux des suspensions cellulaires végétales (Bauer et



al., 1973 ; Burke et al., 1974).

Les travaux cités concernent principalement 1'étude de la paroi primaire et les
polysaccharides extracellulaires (PSE) des suspensions cellulaires. En second lieu, I'intérét est
porté aux polysaccharides constituant les parois primaires des tissus et des organes jeunes (tiges,
feuilles, racines) des plantes, et & ceux contenus dans les mucilages et les exsudats végétaux. Ces
derniéres substances sont considérées comme des polysaccharides extracellulaires, appelés

aussi exopolysaccharides.

I- LES SUSPENSIONS CELLULAIRES ET LEURS EXCRETIONS

A.- Comparaison entre les polysaccharides extracellulaires et pariétaux

L'étude des constituants polysaccharidiques des parois a été réalisée sur des cellules
cultivées "in vitro”. En effet, les cellules indifférenciées, cultivées en suspension fournissent
une source de parois primaires homogénes. Cette homogénéité permet d'éviter les artefacts
attribuables aux divers types cellulaires présents dans une plante entiére (Mc Neil et al., 1979).
La paroi primaire est la structure qui se met en place immédiatement aprés la mitose, en se
déposant de part et d'autre de la plaque cellulaire qui devient ainsi la lamelle moyenne. La
lamelle moyenne assure la cohésion des cellules-filles durant la restructuration de leurs parois.
Sa composition indique une forte teneur en polysaccharides pectiques. La paroi primaire se
construit par le dépét de matériels polysaccharidiques provenant de deux sources (Fig. 1):

- La cellulose, synthétisée au niveau du plasmalemme nouvellement formé par la fusion des
membranes des vésicules golgiennes (Delmer, 1987 ; Hayashi, 1989).

- les polysaccharides non cellulosiques contenus dans ces vésicules formeront la matrice
pariétale. D'autres composés non glucidiques (protéiques, lipidiques, aromatiques, minéraux,
...) sont libérés de la méme fagon i la frontiére entre les deux cellules-filles (Fincher et al., 1981;
Willison, 1981 ; Hayashi, 1989).

L'eau, qui représente 65% de la masse de la paroi primaire en croissance, est un composé
structural important puisqu'il contribue a la formation des gels dans la matrice (Northcote, 1972 ;
Fry, 1988). La paroi primaire dispose ainsi de la plasticité nécessaire pour permettre la
déformation occasionnée par l'augmentation de volume cellulaire, lors de la croissance. Le
maintien de 1'épaisseur de la paroi primaire au cours du développement cellulaire est le résultat

de la synthése de nouveaux polysaccharides qui s'incorporent continuellement au sein de la
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Figure1: Les deux voies de biosynthese cellulosique et non cellulosique.

Modéle d’exocytose des xyloglucanes et de leur organisation intermoléculaire avec la cellulose.
Stade du transfert vers les sites périplasmiques de la xyloglucane, synthétisé dansle Gollgi.

La cellulose synthase (complexe terminal) catalyse la synthése de la cellulose et 'association

de la cellulose avec la xyloglucane excrétée.

-CT : complexe terminal
CPT : complexe pré-terminal.
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paroi. Cependant, il n'y a pas de nécessité évidente pour que la taille moyenne des polymeéres
pariétaux changent de fagon significative durant le développement cellulaire (Mc Neil et al.,
1984).

Les parois cellulaires primaires des végétaux supérieurs semblent étre composées de
polysaccharides communs & beaucoup d'espéces végétales (Mc Neil et al.,, 1984 ; Selvendran,
1985), bien qu'il y ait des différences significatives entre les monocotylédones et les
dicotylédones (Burke et al.,, 1974 ; Bacic et al., 1988). Mc Neil et al. (1979) ont résumé les
arguments favorables & la similitude entre les parois primaires de différentes cellules de
dicotylédones, cultivées en suspension. Ces données indiquent également la ressemblance entre
les parois primaires des tissus végétaux intacts et celles des suspensions cellulaires. Ainsi, il est
possible d'élaborer un modéle général de la paroi primaire, en l'absence d'information
structurale précise sur chaque catégorie de cellule. Le modéle auquel on se réfere souvent est
celui de la paroi primaire des cellules d'érable cultivées en suspension, proposé par Keegstra et
al. (1973) (Fig. 2). Des réserves sont émises par ses auteurs, suite aux travaux de Bailey et ses
collaborateurs concernant 'association entre polysaccharides et les protéines (Dey et Brinson,
1984).

Ces auteurs mentionnent cependant les difficultés de comparaison avec les autres
données de la littérature, en raison de la grande variété des procédés de préparation de paroi et
d'extraction des polysaccharides pariétaux (milieux acides ou alcalins pouvant provoquer
I'hydrolyse ou la 8-élimination de certains résidus glycosylés).

Cependant, des distinctions peuvent exister entre les organes et les différents tissus
individualisés d'une méme plante. Récemment, Suzuki et al. (1990) illustrent la différence
morphologique de deux lignées de suspensions cellulaires de Catharanthus roseus par celle de
leur composition pariétale. Ces différences entre les formes cellulaires sphériques et
cylindriques seraient en relation avec les variations du type de liaison et de 1a nature des résidus
glycosyles des polysaccharides pariétaux (1-—4-galactanes, 1—2/5-arabinanes ou 1-3/5-
arabinanes).

Outre l'intérét des suspensions cellulaires comme source principale de parois primaires
homogénes, pour extraire et isoler des polysaccharides pariétaux, elles contiennent des
polysaccharides excrétés dans leur milieu de culture. Ces derniers, appelés exopolysaccharides,
sont considérés par plusieurs auteurs comme similaires a ceux trouvés dans la paroi primaire
des cellules qui les sécrétent (Yamaoka et Sato, 1977 ; Chambat et al., 1981 ; Stevenson et al., 1986).

Parmi ces polysaccharides communs, sont cités les xyloglucanes, les arabinoxylanes,

les arabinogalactanes et les polysaccharides riches en acide galacturonique.
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D'autres exopolysaccharides sont similaires ou identiques aux polyméres trouvés dans
les parois primaires d'érable, incluant la glucuronoarabinoxylane, la rhamnogalacturonane II
et probablement la rhamnogalacturonane 1. Ainsi la découverte de ces derniers polysaccharides
parmi les exopolysaccharides de la suspension cellulaire d'érable suggére Vimportance des EPS
des suspensions cellulaires pour confirmer la structure des polysaccharides non cellulosiques
identifiés comme provenant des parois primaires (Mc Neil et al., 1984). De méme, des travaux
effectués sur la suspension cellulaire de tabac mentionnent I'existence de polymeéres tels que les
homogalacturonanes (Yamaoka et Sato, 1977) et I'arabinoglucuronomannane (Kato et al., 1977 ;
Mori et Kato, 1981) parmi les exopolysaccharides. Il reste & démontrer la présence de
I'arabinoglucuronomannane dans les parois primaires des cellules de tabac et peut-8tre dans
celles d'autres plantes.

Kooima (1960) a montré la présence de xyloglucanes dans les parois cellulaires des
dicotylédones et de 'endosperme d’'une grande variété de graines. La caractérisation structurale
de ces polysaccharides extracellulaires aide ’étude des polyosides trouvés dans la paroi primaire
(Keegstra et al., 1973). Des comparaisons entre la xyloglucane extracellulaire de la suspension
cellulaire d'érable (Acer pseudoplatanus), celle d'une suspension cellulaire de haricot rouge
(Phaseolus vulgaris) et 1"amyloide" des graines (Wilder et Albersheim, 1973), montrent la
ressemblance entre ces xyloglucanes, évoquant ainsi la conservation relative de la structure de
la xyloglucane durant la divergence de I'évolution de I'érable et de I'haricot.

Par ailleurs, beaucoup de caractéristiques chimiques de la paroi cellulaire d'érable ont
été trouvées dans les parois d'autres plantes. C'est le cas de certaines protéines riches en
hydroxyproline et en oligoarabinosides, qui sont largement répandues dans le régne végétal
(Lamport, 1970 ; Lamport et Miller, 1971).

Pour confirmer ces données, 'étude "in situ” de la topologie de la paroi s'avére
nécessaire. La cytologie, particuliérement avec la microscopie électronique, et ses diverses
méthodes de marquage constituent les moyens appropriés. Ce type de démarche a été entrepris
principalement sur la xyloglucane, les xylanes et les polysaccharides pectiques en utilisant des
enzymes spécifiques pures et des antisérums ou des anticorps monoclonaux dirigés contre les
polyméres étudiés. Ainsi, les xyloglucanes seraient réparties dans la paroi entiére, y compris la
lamelle moyenne (Moore et al. 1986), alors que les xylanes seraient absentes de la lamelle
moyenne et des méats (Ruel et Joseleau 1984).

Récemment, I'étude de la distribution de la pectine estérifiée dans la paroi cellulaire
d'apex racinaires (Knox et al., 1990) a été faite en utilisant des anticorps monoclonaux (JIM5 et
JIM7) préparés a partir d'une suspension cellulaire de carotte (Knox et al. 1989, Vandenbosch et

al. 1989, Bonfante-Fasolo et al., 1990). Ces anticorps reconnaissent respectivement les épitopes de
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l'acide polygalacturonique de faible degré d'estérification (DE < 50 % ; LMP = Low
MethoxyPectin) et du méme polymére fortement méthyl-estérifié (DE > 35 %; HMP = High
Methoxypectin). Une telle approche immunocytochimique (associée au marquage a lor en
microscopie électronique) démontre la répartition des LMP (JIM5) au niveau de l'espace
périplasmique, faiblement dans la lamelle moyenne et abondamment sur les bordures des
espaces intercellulaires. Tandis que les HMP sont dispersés sur toute l'étendue de la paroi
cellulaire.

Ces résultats concordent avec ceux obtenus avec les cellules d'érable (Moore et al., 1986),
et dans les feuilles et racines de tréfle (Moore et Stachelin, 1988) en utilisant un antisérum qui
révele & la fois le RGI et 1'acide polygalacturonique dans la lamelle moyenne et dans les espaces
intercellulaires. Par contre, ils sont en contradiction avec les résultats obtenus précédemment
par des méthodes chimiques (Albersheim et al., 1960) et enzymatiques (Roland et Vian, 1981),
associées 4 la microscopie électronique. En effet, la pectine fortement estérifiée (HMP) serait
dans la lamelle moyenne et les espaces intercellulaires.

Vu ces données, la similitude des exopolysaccharides et des polysaccharides de la paroi
cellulaire peut étre admise, d’autant qu’ils ont la méme origine biosynthétique

endomembranaire.

B.- Signification physiologique des excrétions

L'origine des exopolysaccharides demeure soumise a controverse : les EPS excrétés par
les cellules végétales cultivées en suspension sont considérés comme étant, soient des fragments
de dégradation de la paroi cellulaire (origine pariétale), soient des précurseurs surnuméraires
de cette paroi (Becker et al., 1964 ; Wilder et Albersheim, 1973).

La plupart des auteurs (Franz, 1972 ; Mante et Boll, 1975 ; Takeuchi et Komamine, 1978,
1980a et 1980b, Nishitani et Masuda, 1979 ; Willison, 1981 ; McDougall et Fry, 1991) ont mis en
évidence un renouvellement permanent de la fraction hémicellulosique de la paroi, lié a
I'élongation cellulaire. McDougall et Fry (1991) démontrent que les octasaccharides de
xyloglucane (XG9 et XG9 acétylés) proviennent de l'hydrolyse post-synthétique dun
polysaccharide extracellulaire plutét qu'une synthése de novo des oligoméres. Ils relient ces
données au “concept d’oligosaccharine” dont. le principe repose sur le role de fragments solubles,
issus de l'autolyse pariétale, comme signaux de transfert d'information de I'apoplaste vers le
symplaste. Chez la suspension cellulaire du Siléne, la libération des EPS acides est également

dépendante du 'agrandissement cellulaire puisqu'ils ne se détachent de la paroi que lorsque les
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cellules sont effectivement en cours d'élongation (Morvan, 1982).

Les sites cytoplasmiques de la biosynthése des polysaccharides (PS) de la paroi
cellulaire ont été le sujet de recherches dans les 25 derniéres années et la preuve de I'implication
des organites, tels que les dictyosomes, a 6té revue a plusieurs occasions (O'Brien, 1972 ; Morre et
al., 1979 ; Thelen et Delmer, 1986 ; Hayashi, 1989a-b). Bien que toutes les approches cytologique,
autoradiographique et biochimique aient des limites, prises ensemble, elles fournissent des
arguments significatifs sur les événements cytoplasmiques de l'assemblage des
polysaccharides non cellulosiques (Fincher et al., 1981).

La fusion des vésicules endomembranaires au plasmalemme est un processus
dépendant du calcium (Morris et Northcote, 1977). La relation entre l'activité de 1'appareil de
Golgi et le dépdt de matériel pariétal nouveau dans la paroi cellulaire a été montrée (Fincher et
al., 1981 ; Rougier, 1981 ; Willison, 1981 ; Hayashi, 1989a-b). On a alors admis que la synthése
des polysaccharides non cellulosiques, sauf la callose, se fait dans le cytoplasme, & la maniére
de la sécrétion racinaire (Fig. 3). Ils sont synthétisés au cours de leur transport par le flux
membranaire et ensuite libérés par exocytose dans l'espace périplasmique ou ils seront
incorporés (ou non) dans la matrice pariétale (Morre et Mollenhauer, 1974 ; Fincher et al., 1981 ;
Rougier, 1981 ; Willison, 1981 ; Fry, 1988).

C'est cette derniére étape qui demeure la plus sujette & discussion car il est difficile de
faire la différence, parmi les exopolysaccharides, entre les précurseurs pariétaux et les
polysaccharides issus de la paroi.

A ce propos, Becker et al (1964) ont étudié la synthése de polysaccharides
extracellulaires (PSE) contenant de I'acide galacturonique a partir de précurseurs radioactifs

(glucose-1C; formaldéhyde-14C). En utilisant les techniques de "pulse-chasse”, ils supposent que

I'excés d'activité spécifique des résidus Gal(* C) dans les PSE serait da a la présence de
précurseurs pariétaux surnuméraires. La baisse de 1'activité spécifique totale au cours du temps,
peut indiquer que la synthése est continue sans ou avec dégradation corrélative. Le concept de
"turnover” impliquant une synthése et une dégradation continues, reste a valider (Fincher et
al., 1981). Des polysaccharides non cellulosiques composés d'acides galacturoniques, rhamnose,
xylose, et glucose ne sont pas dégradés aprés leur dépdt dans la paroi. Tandis que des résidus
arabinosyles et galactosyles marqués, considérés comme issus d'une arabino-3,6-galactane
(Takeuchi et Komamine, 1978), sont perdus durant 1'étape de "chasse” sur des préparations
pariétales.

Parallelement, le passage de polysaccharides a travers la paroi correspondrait a une

dégradation progressive de la paroi par des enzymes hydrolytiques, comme c'est le cas lors de la
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Figure 3: Modele représentatif de la sécrétion racinaire de mucus:

Ce modéle général indique I'intervention du réticulum endoplasmique
rugueux (RER) et des saccules de Golgi (SG) dans la synthése du mucus.

Il illustre le transport des précurseurs dans les processus granulocrine

qui se présente par des modifications membranaires (dans le systdme du pois)
et par la densification des contenus (dans le systéme du mais).

Le mucus est stocké préférentiellement contre la paroi cellulaire tangentielle
externe. Le passage des produits de sécrétion a travers la paroi serait facilité
par la dégradation progressive de celle-ci (Autolyse pariétale).

D’aprés Rougier (1981).
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sécrétion racinaire (Paul et Jones, 1976 ; Rougier, 1981). Ces faits sont interprétés comme une
dégradation hydrolytique et une perte d'arabinogalactanes pariétales dans le milieu de culture
de la suspension cellulaire de la pervenche (Vinca rosea) (Takeuchi et al. 1980). Ils sont
également A rapprocher de la sécrétion d'une arabinogalactane a travers la paroi cellulaire de
I'endosperme de Lolium multiflorum (Anderson et al., 1977) et de cals d'Acer pseudoplatanus en
culture de tissus (Pope, 1977).

Par ailleurs, les travaux portant sur les divers aspects du métabolisme cellulaire :
privation en HyO, en saccharose ou en sels ; action du calcium ; rdles de I'auxine (Mante et Boll,
1978 ; Masuda, 1984 et York et al., 1984) ; composition du milieu de culture (Moore, 1973) ;
morphologie cellulaire (Suzuki et al., 1990) ; autolyse de la paroi cellulaire (Llamazares et al.,
1987 ; Sasaki et Nagahashi, 1989), montrent que les EPS et les polyosides pariétaux subissent les
modifications structurales identiques en rapport avec les changements métaboliques et
morphologiques des cellules correspondantes. Ces observations témoignent des relations trés
étroites entre ces deux catégories de polysaccharides.

Effectivement, l'auxine provoque l'augmentation des exopolysaccharides acides et
neutres dans les suspensions cellulaires de haricot (Mante et Boll, 1978). Des auteurs ont pu
démontrer que la xyloglucane provenait spécialement des parois durant le traitement par
l'auxine (Labavitch et al., 1974, 1981 ; Terry et al., 1981a-b ; Taiz, 1984). Ainsi, une hypothése est
émise selon laquelle, un mécanisme régulerait 1'élongation cellulaire par le réle inductif de
l'auxine sur des enzymes spécifiques qui dégradent les polyméres de xyloglucane. Cette action
provoque alors la rupture des liaisons hydrogénes de ces polysaccharides avec les microfibrilles
de cellulose. Par la suite, I'expansion se ferait par le glissement des microfibrilles de cellulose
les unes par rapport aux autres et par l'incorporation de nouveaux précurseurs dans la paroi
(Fincher et al,, 1981 ; Hayashi et Maclachlan, 1984 ; Hayashi et al., 1984 et Taiz, 1984).

En outre, des oligosaccharides de xyloglucane inhibent l'action de I'auxine (York et al.,
1984 ; Fry, 1989a et Mc Dougall et Fry, 1988-1989) et stimulent l'activité des endo-1,4-B-glucanases
(actives sur la xyloglucane) dans des épicotyles de pois (Hayashi et al., 1984 ; Mc Dougall et Fry,
1989-1991). D’aprés Hayashi (1989a), 'inhibition par des oligoxyloglucanes de 1'élongation de
tiges de pois, induite par 'auxine, ne correspondrait pas a celle des activités endo-glucanases. 11
s'agirait plutét d'un phénomeéne physiologique d'antagonisme compétitif vis & vis de l'auxine,
similaire a l'effet des oligogalacturonanes (Branca et al., 1988). En effet, Farkas et Maclachlan
(1988) ont montré que les nonasaccharides et heptasaccharides de xyloglucane stimulent
l'activité 1,4-B-glucanase de pois, résultats confirmés depuis par Mc¢ Dougall et Fry (1990-1991)
qui ont précisé les catégories d'oligoxyloglucanes actives et les bonnes concentrations a utiliser.

Certains oligosaccharides de xyloglucane, les XG7, la XG9 et la XG9 acétylée issues de I'autolyse
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pariétale, sont ainsi assimilées aux oligosaccharines, par Mc Dougall et Fry (1991) et Joseleau et
al. (1992). Enfin, Smith et Fry (1991) ont montré ’endotransglycosylation des xyloglucanes dans
sept suspensions cellulaires en étudiant le devenir des nonasaccharides (XG9) tritiés. Ces
données sont complétées par les travaux de Joseleau et al. (1992), sur I'induction par les XG7 et les
XG9 des activités des glycosidases liées & la paroi cellulaire. Le “processus de détachement” des
xyloglucanes que subit la paroi est démontré par sa localisation immunochimique. Ces résultats
vont au-deld de l'hypothése émise par Albersheim (1976), Cleland (1981) et Taiz (1984),
concernant la Transglycosylation.

Des démarches récentes sur l'autolyse pariétale découlent des hypothéses sur les modes
d'intégration des précurseurs pariétaux dans la formation du plateau cellulaire (paroi primitive)
et des parois primaires. L'intégration se ferait par voies enzymatiques et chimiques qui

établissent a la fois des liaisons covalentes (ponts diféruliques, esters carboxyliques,...),
ioniques (par des ions bivalents : le Ca**) ou encore grace a des liaisons hydrogénes (Fincher et

al., 1981 ; Cleland, 1981 ; Hayashi, 1989a-b ; Mc Dougall et Fry, 1991 et Joseleau et al., 1992).

Outre, les liaisons glycosidiques entre les polysaccharides matriciels qui ne sont
générées que par le systéme endomembranaire puisqu'elles nécessitent de I'énergie (Mc Neil et
al.,, 1979), les autres liaisons se font par auto-aggrégation des précurseurs pariétaux dans
l'apoplasme (Lamport et Catt, 1981 ; Reis et al., 1978). En effet, il a été suggéré l'existence des
liaisons croisées obtenues par dimérisation des acides féruliques issue d'une oxydation par les
peroxydases liées a la paroi (Lamport et Catt, 1981), de la méme fagon que s'installe la
lignification dans les parois cellulaires.

A ces modes d'assemblage pariétal s'ajoute 1""hypothése d'hydrolases”, selon laquelle
des glycosidases exogénes interviennent dans les remaniements des polysaccharides non
cellulosiques (Lamport, 1970 ; Cleland, 1981 et Taiz, 1984), comme les xyloglucanes non associées
aux celluloses. Ce que démontrent les résultats des travaux sur l'autolyse enzymatique
(Llamazares et al., 1987 ; Mc Dougall et Fry, 1991 et Joseleau et al.,1992) et chimique (Sasaki et
Nagahashi, 1989) de la paroi, qui appuient les arguments allant dans le sens d'une origine
pariétale des EPS et du “turn-over” pariétal.

Récemment, la mise en évidence de vésicules d'endocytose dans les cellules
épidermiques d'oignon a permis de montrer la possibilité d'utilisation ou de réutilisation des
EPS (Oparka et al., 1990). Chez les cellules de la suspension cellulaire de Siléne, on observe
également la présence de vésicules extracytoplasmiques dans les lomasomes du périplasme et
dans les espaces intercellulaires (Morvan, 1986). Les unes sont en contact avec la paroi primaire,

tandis que les autres restent intactes.
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L'explication serait l'existence probable d' enzymes exogénes dans des vésicules
extracytoplasmiques (Taiz, 1984 ; Hayashi, 1989) et donc dans la paroi cellulaire (Mc Dougall et
Fry, 1991 et Joseleau et al.,1992).

Par conséquent, les données concernant les variations simultanées des EPS et des
polysaccharides pariétaux favorisent 'hypothése de l'origine pariétale des EPS. Mais en aucun
cas, ces arguments n'effacent I'idée d'une accumulation de précurseurs surnuméraires de la
paroi dans la mesure ol la biosynthése est cytoplasmique et membranaire, a l'origine.

D’aprés 'ensemble des données, la troisiéme voie serait une coexistence des deux origines avec

une prépondérance pour I'origine catabolique de la paroi (Fry, 1988).

II - COMPOSITION CHIMIQUE ET STRUCTURE DES POLYSACCHARIDES

EXTRACELLULAIRES VEGETAUX
(CLASSIFICATION ET STRUCTURE DES PSP ET DES EPS)

Notre démarche repose sur la classification selon les trois catégories classiquement
admises que sont: les Polysaccharides cellulosiques, les Hémicelluloses et les Pectines. La
classification est basée & la fois sur les méthodes d'extraction et sur la structure primaire de ces
polymeéres pour lever toutes les ambiguités introduites par une extraction graduelle (Aspinall,
1983 ; Stephen, 1983 ; Fry, 1988).

Compte tenu de la similitude structurale et biosynthétique des polysaccharides
extracellulaires, pariétaux et de sécrétion (cf.,, Partie I-B); il convient de les considérer
globalement. Les polysaccharides sont les principaux constituants du monde végétal. Ce sont des
homo- ou hétéropolymeéres formés par l'enchainement linéaire ou ramifié des oses principaux
suivants: pentoses, hexoses, déoxyhéxoses, acides uroniques et leurs dérivés (Fig. 4). Pour de

plus amples détails, il convient de consulter 'ouvrage de Monties et al. (1980).

A.- La cellulose

La cellulose (o-cellulose) est la plus connue de tous les polysaccharides végétaux (
McNeil et al., 1979 ; Barnoud, 1980 ; Marchessault et Sundararajan, 1983). Les polymeéres
cellulosiques sont abondants dans les parois cellulaires primaires et secondaires. Constituant
principal de l'architecture de la paroi végétale, ils représentent environ 20 % a 30 % de la matiére
séche de la plupart des parois primaires. Mais il arrive qu'on rencontre quelques variations;

plus de 45 % dans les parois de cals de tabac, et moins de 5 % dans les parois régénérées par les
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protoplastes (Blaschek et al,, 1981 ; McNeil et al., 1984). Insoluble dans les tampons aqueux, elle
est généralement extraite au diméthylsulfoxyde et au 4-méthylmorpholine-N-oxyde (Joseleau et
al., 1980 ; Chanzy et al., 1982 ; Chambat et al., 1984), et récemment solubilisée avec le systéme de
solvant chlorure de lithium/N,N-diméthylacétamide (Lloyd et al., 1991).

La fraction cellulosique est traditionnellement considérée comme étant le résidu
insoluble aprés 'extraction des autres polysaccharides de la paroi par des agents chélateurs et
des bases minérales (Fry, 1988). Cependant, les exopolysaccharides et les polysaccharides de
sécrétion en contiennent trés peu ou pas du tout. C'est pourquoi on les qualifie de polysaccharides
non cellulosiques.

La cellulose est constituée d'un motif, p-D-Glep-(1—4)-B-D-Glep, appelé cellobiose qui est
formé de deux résidus B-glucosyles orientés 1'un par rapport a l'autre selon une rotation de 180°
autour de I'axe de la molécule. Cette géométrie structurale induit I'établissement des liaisons
hydrogeénes intra- et intermoléculaires au niveau des polyméres pour former des microfibrilles
cellulosiques élémentaires qui sont disposées parallélement dans la cellulose native (Preston,
1974).

La biosynthése de la cellulose serait en relation intime avec celle de la callose, (153)-8-
glucane, une autre glucane habituellement synthétisée par les plantes comme une réponse a une
blessure dans des conditions ou la synthése de la cellulose est inhibée (Delmer, 1987).
L'orientation des microfibrilles de cellulose contrédlerait I'axe de la croissance, et déterminerait
la morphologie de la cellule en croissance et éventuellement la morphologie de la plante

(Preston, 1974 ; McNeil et al., 1984).

B.- Les Hémicelluloses

Elles regroupent tous les polysaccharides qui ne sont ni cellulosiques, ni pectiques. Ce
sont les constituants principaux de la matrice pariétale qui représentent 17 % des parois isolées de
la suspension cellulaire de Rosa glauca (Chambat et al.,, 1984). Ils ont servi & établir la
similitude des exopolysaccharides (EPS) et des polysaccharides pariétaux (PSP) (Bauer et al.

1973 ; Wilder et Albersheim, 1973).

1-Xyloglucane

C'est un polysaccharide trés répandu dans le régne végétal; il représente 20 & 25 %

(masse séche) de la paroi primaire des Dicotylédones (McNeil et al., 1984), et un peu moins de 2 %
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dans les Monocotylédones (Poaceae) (Darvill et al., 1980 ; Kato et Masuda, 1985b ; Fry 1989a).
D’autres Monocotylédones comme le bulbe d'oignon en contiendraient 10 % (Mankarios et al.,
1980 ; Redgwell et Selvendran, 1986). Les parois primaires de culture de cellules de sapin de
Douglas contiennent environ 10 % de xyloglucane (Thomas et al., 1987). Par contre, le milieu
extracellulaire des suspensions cellulaires (érable, soja) ne renferme qu’une petite proportion de
xyloglucane (Aspinall et al., 1969 ; Bauer et al., 1973, Hayashi et al., 1980 ; Stevenson et al., 1986)
de méme que le liquide interstitiel provenant des plantes intactes (Terry et al., 1981). Les
xyloglucanes les mieux étudiées sont celles des parois primaires des cellules d'érables (Bauer et
al., 1973 ; York et al., 1988) et des jeunes tiges de légumineuses (Kato et Matsuda, 1980b).

La chaine principale de la xyloglucane est chimiquement identique a celle de la
cellulose: un polymére linéaire et rigide fait de résidus de B-glucopyranosyles liés entre eux par
une liaison glycosidique en position O-4 (Kato et Matsuda, 1980a), sur lequel sont attachés des
résidus D-xylosyle en O-6 du D-glucose. Il a été mis en évidence deux oligosaccharides, hepta- et
nonasaccharides qui sont les sous unités de répétition (Fig. 5). Ils représentent environ la moitié
de la masse initiale de la xyloglucane de la paroi (Valent et al., 1980). Leur distribution demeure
encore discutée, les deux sous unités hepta- et nonasaccharides étant alternées le long de la
chaine polysaccharidique (Hayashi et al., 1984) oﬁ bien réparties d'une fagon aléatoire (Fry,
1988).

La diversité (Fig.5) des xyloglucanes provient de la fréquence et de la nature du
substituant (R):

- Prés de 60-75 % des résidus glucosyles sont ainsi substitués dans les Dicotylédones et les
oignons (Bauer et al., 1973 ; Hayashi et al., 1980 ; Joseleau et Chambat, 1984a ; Redgwell et
Selvendran, 1986), et environ 36 & 38 % dans les Poacées (Bauer et al. 1973 ; O'Neill et
Selvendran, 1985).

- De plus, 30 & 50 % des résidus xylosyles sont aussi substitués en O-2 par du B-D-
galactopyranose ou, rarement par du L-arabinose. Ces mémes résidus galactosyles peuvent
porter, en O-2 un résidu a-L-fucopyranosyle chez les Dicotylédones, et probablement chez les
oignons et le sapin (Redgwell et Selvendran, 1986 ; Thomas et al., 1987).

- Dans les graines, la xyloglucane de stockage ne posséde pas de a-L-fucose (Courtois et Le
Dizet, 1974).

Ainsi, la variation du type et du degré de substitution des résidus D-xylosyles est
dépendante & la fois des espéces végétales et du tissu d’origine (York et al., 1988). La structure de
la xyloglucane dans les parois en croissance des cellules de tige de pois (Hayashi et
MacLachlan, 1984) et dans les parois primaire de suspensions cellulaires de haricot et d'érable

(Wilder et Albersheim, 1973) est constituée des mémes oligosaccharides (Fig. 5).
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(R)
l
2
o-D-Xylp a-D-Xylp a-D-Xylp
1 1 1
d ! d
6 6 6

B-D-Glep-(1—4)-8-D-Glep-(1-34)-8-D-Glep-(1—4)-8-D-Glep

Heptasaccharide

(R) = o-L-Fucp-(1-2)-B-D-Galp(1 => Nonasaccharide

= B-D-Galp-(1 => Octasaccharide

=?-L-Araf (1 => /i

Figure 5 : Structure des oligosaccharides principaux des xyloglucanes.
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Il en est de méme des exopolysaccharides de ces suspensions cellulaires (Bauer et al.,
1973 ; Wilder et Albersheim, 1973 et Fry, 1989). Seulement, ces xyloglucanes extracellulaires ont
la particularité de porter des groupements acétyles en O-3, O-4 et O-6 sur le résidu D-galactosyle
du nonasaccharide (York et al., 1988) et du décasaccharide (Kiefer et al., 1989), et 20 % ne le sont
pas. Des résidus galactosyles mono- et di-O-acétylés sont détectés et leur distribution respective
est de 50 % et 25 a 30 % des résidus D-galactosyles. (Tab. I). Cartier (1986) a recensé les divers

xyloglucanes selon leurs différentes sources.

Tableau I Répartition du degré d’acétylation du motif nonasaccharide de la xyloglucane

extracellulaire d’érable (York et al., 1988)

Substituant Position MONO- DI- SANS
du D-Galp 0-6 0-3 04 ACETYLE
Acétyle 55-60 20-25 15-20 50 25-30 20
2 - Xylanes

Les xylanes constituent 1'hémicellulose majeure (20%) dans les parois cellulaires d es
monocotylédones et des dicotylédones a l'exception de la paroi primaire des dicotylédones (5%)
(Darvill et al., 1980 ; Dey et Brinson, 1984).

Ce sont des polysaccharides qui possédent une chaine principale de B-D-xylopyranoses
liés en (1-4) substituée par de groupements (R) variables (Fig. 6). Cette structure confére une
conformation en ruban torsadé a la chaine principale (Fig. TA). Les substituants les plus
communs sont le a-L-arabinose attaché sur le O-3 ou le O-2 du xylose (arabinoxylanes) et I'acide
o-D-glucuronique, portant ou non un groupement méthoxyle en O-4, sur le O-2 du xylose de la
chaine principale (xylanes acides). Des chaines latérales (Fig. 6 et 7B) plus complexes
comportant de l'arabinose, du xylose, du galactose et des acides organiques peuvent exister
(Wilkie, 1979). Kennedy et al. (1988) signalent I’existence d’unités arabinosyles non

terminales, di-substituées.



20

(R) o-L-Araf
1 1
d l
3 2et/oud
B-D-Xylp-(1-4)—f-D-Xylp-(1-4)-p-D-Xylp-(1-4)-p-D-Xylp-(1
2 ou/et 3
T
1
o-D-GlepA
ow/et

(4-0-méthyl-a-D-GlepA)
R = Acétyle
R = B-D-Galp-(1-55)-a-L-Araf-(1
R = B-D-Xylp-(1-2)-a-L-Araf-(1
R = B-D-Xylp-(1-3)-a-L-Araf-(1

R = B-D-Galp-(1-4)-B-D-Xylp-(1-2)-a-L-Araf(1
* Ac.F-CO9—5)-0-L-Arap-(1
* Ac.F-COg—-3-a-L-Arap-(1-3)-a-L-Araf-(1

* Ac.F-CO4-6-B-D-Galp-(1-4)-?-D-Galp-(1

(Kato et Nevins, 1985)

(Fry, 1982a)

(Fry, 1982a)

Figure 6: Représentation structurale des Xylanes

R : chaineslatérales
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~d o X

a-l-Ara H{1-23[or 2)
A [4-Me}eD-Gic pA{122)
aD-Xyl p{1-33yL-Ara {1
BO-Xyl p{12rL-Ara AH{133)
pD-Gal p{135rL-Arm A1
. fD-Gal p{1-2410-Xyl p(1
DHor L-]Gal p{1-24)-D-Xyl p(132)-L-Ara A1

[4Mele-D-Gle pA{1-24)-D-Xyl p1-2410-Gal p{1->

HO H
B R IR
(o] - \‘_‘\
(o]
(o]
OH

OH L

OH

Figure 7: Structure développée des xylanes (Bacic et al., 1988)

A: Tétrasaccharide représentant un pas de la conformation en ruban torsadé et les liaisons
hydrogeénes intramoléculaires qui lient les unités adjacentes. Des structures de chaines latérales
proposées par plusieurs auteurs sont représentées. (D’aprés Winterburn, 1974)

B: Arabinoxylotriose & acides organiques- Représentation de la jonction d’une chafne
latérale possédant des acides organiques (R= CHgO-, acide férulique ; R= H, acide coumarique ;
R’= acétyle, tétrasaccharide di-estérifié d’aprés Azuma et al. (1990).
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Le degré de substitution de la chaine principale détermine le degré de solubilité de la
xylane et de ses capacités & se lier a la cellulose (McNeil et al., 1975). Tandis que la nature et
I'agencement du substituant (R) définissent la diversité des xylanes et de leur origine (McNeil et
al., 1984). Ainsi, on dénombre dans les parois primaires différents types de xylanes tels que
I'arabinoxylane (Monocotylédones), la (4-O-méthyl)glucuronoxylane, et I'arabino-(4-O-
méthyl)glucuronoxylane (Dicotylédones). Kato et Matsuda (1985a) montrent la présence d'une
arabinoxylane acide parmi les polysaccharides extracellulaires de la suspension cellulaire de
soja. Des polysaccharides plus complexes contenant des acides phénoliques (férulique et p-
coumérique) et/ou des acétyles ont été mentionnés respectivement dans les Monocotylédones
(Geissman et Neukom, 1973 ; Fry, 1982a) et les Dicotylédones (Reicher et al., 1989).

L'existence des acides féruliques portés par les résidus arabinosyles (ou galactosyles)
des chaines latérales (Fig. 6 et 7) rend possible des liaisons intermoléculaires par dimérisation
oxydative (Fig. 15A) de ces acides phénoliques en créant des ponts diféruliques (Fry 1979 ;
Kamisaka et al. 1990) . Ces xylanes complexes peuvent aussi se lier de cette facon avec d'autres
polysaccharides, les arabinogalactanes pectiques, pourvus de ces acides organiques (Fry 1982,

1983 ; Stevens et Selvendran 1984a ; Selvendran et King 1989 ; Kamisaka et al. 1990).

3 - Les B-glucanes

Ce sont des polysaccharides neutres qui sont abondants dans les parois des
Monocotylédones, et dont l'existence dans les Dicotylédones est controversée. Elles sont
constituées de résidus B-D-glucopyranosyles assemblés par des liaisons (1-3) et/ou (1-4). Elles
sont représentées par deux principales familles polysaccharidiques:
- la callose, uniquement composée de liaisons (1-3), existe principalement dans les cellules
blessées ou agressées (Hayashi, 1989b), et secondairement, constitue la majorité des premiers
polysaccharides générés par les protoplastes en culture (Takeuchi et Komamine, 1981 ; Hayashi
et al., 1986).
- les B-(1,3),(1,4)-glucanes qui contiennent les deux types de liaison dans le rapport de 30 %
de(1-3). La distribution de cette liaison se ferait tous les deux et/ou trois liaisons (1-»4) (McNeil
et al. 1984). L'endoglucanase spécifique (EC 3.2.1.73) coupe n'importe quelle liaison (1-4) qui est
immédiatement précédée d’une liaison (1-3) (Fry 1988).

Ces polyméres sont dans la paroi végétale au méme titre que la cellulose avec laquelle ils

seraient en relation biosynthétique et structurale (Delmer 1987).



23

4 - Autres

a)-les -(1,4)-D-mannanes

Généralement, la structure de base de ces polysaccharides est de deux types:

- un polymeére linéaire formé de résidus pf-D-mannosyles liés en O-4, appelé B-(1,4)-D-mannane
ou mannane (Fig 84A) ;

- et, un autre constitué par le remplacement de 20 4 50 % d'unités B-D-mannosyles par des résidus
B-D-glucosyles liés en O-4, nommé B-D-glucomannane ou glucomannane (Fig. 8B).

La substitution de chacune des chaines principales par du o-D-galactose sur le 0-6 des
résidus mannosyles engendre respectivement, la galactomannane et la galactoglucomannane
(Fig.8A-B). Dans le cas de la galactomannane, le pourcentage de substitution varie de 30 a prés
de 100 % (Fig.8) (Matheson, 1990).

D'autres caractéristiques structurales ont été proposées comme les liaisons (1-3) dans la
chaine principale et la présence de chaines latérales de D-xylose ou D-galactose de plus d'un
résidu, qui possédent des liaisons en O-2 (Matheson, 1990). La galactoglucomannane a été isolée
des exopolysaccharides de suspension cellulaire de tabac (Nicotiana tabacum) (Akiyama et al.,
1983).

Les mannanes font parties des polysaccharides de réserves des graines, et
interviennent dans l'imbibition et la dureté de celles-ci. La galactomannane favorise
I'imbibition pour protéger 'embryon des graines de la dessication, tandis que la mannane est

responsable de la résistance a la déformation mécanique (Reid, 1989).

b)-les Glucuronomannanes

Elles sont constituées par l'alternance des résidus B-D-mannopyrannosyles et o-D-
glucuronopyrannosyles respectivement liés en O-2 et 0-4, comme la gomme ghatti (Fig. 9). Cette
chaine principale est substituée en O-3 ou 0-6 par des chaines latérales de types arabino-(3,6)-
galactane et arabinane (Redgwell et al., 1986a-b ; Aspinall et al., 1989). Une
arabinoglucuronomannane a été isolée des polysaccharides extracellulaires et intracellulaires
de la suspension cellulaire de tabac (Mori et Kato, 1981; Akiyama et al.,, 1984). Les résidus
arabinofuranosyles portés en O-3 de la chaine principale, sont d'anomérie B pour le mannose, et

o pour l'acide glucuronique (Aspinall, 1989).



24

B-D-Manp-(1-4)-p-D-Manp-(1-4)-B-D-Manp-(1-4)-p-D-Manp
6

1
1

(a-D-Galp)

A: (Galacto) Mannane

B-D-Manp-(1-4)-p-D-Gle-(1-4)-p-D-Manp-(1-4)-B-D-Manp-(1-4)-B-D-Glep
6

T
1

(a.-D-Galp)

B: (Galacto) Glucomannane

Figure 8: Structure des p-(1,4)Mannanes
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R=v-Araf-(1 -, or less frequently L-Araf-(1 =2)r-Araf~(l -,
L-Araf-(I1 =3)-L-Araf-(1 -, or L-Araf~(1 = 5)-L-Araf-(1 -

Figure 9: Structure d’'une (Arabino)glucuronomannane : la gomme

ghatti. (D’aprés Kennedy et White, 1988)
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Les glucuronomannanes sont bien connues pour faire partie des mucilages
végétaux,mais aussi ont été isolés des parois cellulaires de tissus en culture (Mori et Kato, 1981) et
des milieux de culture de cellules de tabac (Kato et al., 1977b ; Akiyama et al., 1984 ; Aspinall et
al., 1989).

C.- Polysaccharides Pectiques

Ce sont des constituants importants qui représentent environ 30 % des parois primaires
des dicotylédones (McNeil et al., 1980), sans étre négligeables dans les monocotylédones. Les
critéres de classification de ces polysaccharides selon le mode d'extraction les définissent en
tant que composés (de la paroi primaire) extractibles avec l'eau chaude, 4 l'acide dilué, a
T'oxalate d'ammonium et par des agents chélatants des cations divalents (Northcote, 1963). De
plus, les polysaccharides pectiques possédent une structure polymérique dont la chaine principale
est formée majoritairement par la liaison (1-4) d'acides a-D-galacturoniques, et sur laquelle
s'insérent des résidus o-L-rhamnosyles liés en 0O-2 (Aspinall, 1983 ; Fry, 1988). La
configuration de ces monosaccharides est principalement pyrannique (Kennedy et White,
1988a).

Les polyméres riches en acides galacturoniques sont désignés sous le nom de
polysaccharides pectiques acides (P.P.A.) (Morvan, 1982). La majorité contient des proportions
variées d’oses neutres, comprises entre 10 % et 25 % (Kennedy et White, 1988b). Des chaines
latérales de nature diverse, arabinanes, galactanes, et arabinogalactanes qui substituent cette
structure, montrent la variété de ces polyméres. On distingue ainsi, 'homogalacturonane, la
rhamnogalacturonane I (RGI), la rhamnogalacturonane II (RGII), et les chaines latérales
(Fig.10) (Jarvis, 1984). Les études antérieures ont permis d'établir que les polysaccharides
pectiques sont des macromolécules complexes hétérogénes qui ne correspondent pas a4 un
mélange d’homopolysaccharides, qui seraient, la galacturonane, I'arabinane, et la galactane
(Aspinall, 1980). Les arabinogalactanes seront classées avec les polysaccharides pectiques,

contrairement a Stephen (1983) qui les inclut dans les hémicelluloses.
1- Homogalacturonanes
Les homogalacturonanes sont essentiellement des polyméres d'acides galacturoniques

dont l'estérification des fonctions carboxyliques par du méthanol (Fig. 10) permet de les classer

en deux catégories en fonction de leur degré de méthylation (DE), (Thibault, 1980) :
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- ceux qui sont méthyl-estérifiés, désignés généralement par pectines ou acides pectiniques ;
- et, ceux qui le sont moins, appelés les acides pectiques ou (homo)galacturonanes purs (DM < 5)
(Kennedy et White, 1988b).

Selon leur degré d’estérification (DE ou DM), défini comme le pourcentage d'acides
galacturoniques estérifiés rapporté a la totalité de ces acides, on trouve les pectines faiblement
méthylées, FM, de DM < 50 ; et les hautement méthylées, HM, de DE > 50.

On considére généralement que les polysaccharides pectiques acides (P.P.A.) de 1a paroi
cellulaire sont majoritairement méthyl-estérifiés (Aspinall et Cottrell, 1970 ; Redgwell et al.,
1988), mais, en dépit de nombreuses études, la distribution des esters de méthyle reste peu connue
(DeVrieé et al., 1986 ; O'Neill et al., 1990 ; Knox et al., 1990). Les polysaccharides pectiques, isolés
par différentes méthodes a partir de diverses sources, ont un degré de méthylation varié (Bacic et
al. 1988). En général, il est supérieur a 50 % bien que des DE de 25 % dans les ananas (Voragen et
al,, 1983) ou de 22 % dans les pectines de tabac (Sun et al., 1987), et de 30 % dans les
exopolysaccharides pectiques de suspension cellulaire d'érable (Aspinall et al., 1969) aient été
rapportés. Morvan (1986) démontre la diminution du degré d'estérification au cours du cycle de
culture de cellules de s iléne ; les valeurs obtenues se répartissent entre 35 et 56 % pour les P.P.A.
de 7 jours et entre 8 et 15% pour ceux de 14 jours.

De méme, le degré d'acétylation en O-2 ou O-3 des résidus galacturonosyles (Fig. 10B),
qui est en général faible (inférieur 4 10) (McComb et McCready, 1957), peut étre élevé dans les
pectines de betterave (Rombouts et Thibault, 1986a), de poire ou de pomme de terre (Voragen et al.,
1986a), et dans le jus de pomme prés de 60% (Schols et al., 1990b). Komalavilas et Mort (1989)
suggérent que la méthylestérification est plus concentrée dans les régions homogalacturoniques,
contrairement a l'acétylation dans les zones rhamnogalacturonanes. Il semble que les
homogalacturonanes pures soient rarement rencontrées a l'exception peut étre des graines de
tournesol (Zitko et Bishop, 1966). Si de tels polyméres ont pu étre isolés (Zitko et Bishop, 1965/1966 ;
Barrett et Northcote, 1965 ; Chambat et al., 1980), les méthodes d'extraction drastiques utilisées
aménent plusieurs auteurs & penser qu'il s'agit de produits de 1a dégradation de polyméres plus
complexes (Barrett et Northcote, 1965 ; McNeil et al., 1984).

D'aprés des études de conformation entreprises sur les pectines de citron, les
homogalacturonanes correspondraient a des motifs linéaires de 25 unités d'acides
galacturoniques qui sont entrecoupés de résidus rhamnosyles (Rees, 1982 ; Powell et al., 1982).
Cependant, Nothnagel et al., (1983) n'ont pas trouvé de preuve de l'existence de ces segments
réguliers. Des régions homogalacturoniques ininterrompues de 70 résidus galacturonosyles

(Fig. 7B) ont été trouvées parmi les fractions pectiques pariétales de suspensions cellulaires de
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[ feeoveecaoonsasanceanessel 4

Figure 10A : Représentation structurale des pectines selon Jarvis (1984)

(©0): galacturonanes méthyl-estérifiés ; (@ ): homogalacturonanes ; ( ¥ ): rthamnose ;
(—): galactanes latérales ; ¢-9: arabinanes latérales.

Rhamnogalacturonan | (RGI)

T OCHz ) Ac + OCH3 [ Ae.

—)4—a-D-GalAp-[(1-,4)-a-D-GaLkp-](1—M)-a-DGalAp-U-a2)-a-L-Rhap-[(1—a-4)-u-D-Ga!Ap-(1—)2)-(1-L-Rhap-](1—»4)-a-[}GalAp-(‘l—>2)-u-L-Rhap-(1—»
T n=1070 4 ) 4
Rg Ru(?) T m=300 )

R3,R3 R 2Ry ReyRaRef?)

Figure 10B : Structure de la chaine pectique principale avec les points de
jonction des chaines latérales.

R; :5-O-a-L-arabinanes ; Ry : 4-O-b-D-galactanes ; R} ->Rg : arabinogalactane I ;

Rg: arabinogalactane II; R’ : oligosaccharides (Tab. III, Lau et al., 1987b) ; R4 (?):
rhamnogalacturonanes I ; R : apiogalacturonane, D-Apif-(1->3)-D-Apif-(1->3 ou 2),
Lemna minor ;les autres chaines latérales mineures & b-D-Xylp, a-L-Fucp, b-D-GlepA,
existent (Voir McNeil et al., 1984). (D’aprés Bacic et al., 1988).

OMe : Méthylestérification ; Ac: Acétylation en O-2 ou O-3 (Schols et al.,1990b).
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carotte (Konno et al, 1986). Les parois primaires des Dicotylédones en contiennent

approximativement 15% et les Monocotylédones 5% environ (Fry, 1988).

2 - Les rhamnogalacturonanes

Les rhamnogalacturonanes ont été isolées des parois primaires de suspensions
cellulaires d'érable (Ishii et al., 1989), de mais et de riz (Thomas et al., 1989-a,b) par I'endo-o-1,4-
polygalacturonase E.C. (English et al., 1972).

La rhamnogalacturonane I (RGI), de masse moléculaire environ 200.000 a 300 000,
représente 7 % de la masse des parpis isolées, et 23 % des polysaccharides pectiques pariétaux des
cellules d'érable en suspension cellulaire. Elle est constituée d'une chaine principale formée de
I'alternance de résidus o-D-galactopyranosyles et a-L-rhamnopyranosyles liés respectivement
en O-4 et O-2 (Fig. 10B) (Lau et al., 1985 et Thomas et al., 1989b).

La distribution de ‘ces résidus rhamnosyles branchés le long de la chaine principale
n'apparait pas réguliére (Lau et al,, 1985-19é7b ; Ishii et al., 1989). Prés de 50 % des L-rhamnose
sont substitués en 0-4 par des chaines latérales variées d'arabinane, de galactane, ou
d'arabinogalactane. Lau et al. (1987b) ont déterminé des courtes chaines latérales
homopolymériques d'arabinane et de galactane (tableau II). De plus, la variété des
rhamnogalacturonanes I réside dans celle des chaines latérales ; par exemple, celles du mais
n'ont pas de résidus fucosyles' contrairement a celles du riz et de I'érable (Thomas et al., 1989-b).

Par ailleurs, une ai.l_tre‘un.ité de réfiétition qui est faite de la juxtaposition de deux acides
galacturoniques et de deux rhamnos“eé, D-GalAp-a-(1-4)-D-GalAp-a-(1-2)-L-Rhap-a-(1-52)-L-
Rhap, a été proposée par Aspinall et al. (1967, 1968) dans lé soja et la luzerne. Il semble donc que
T'existence de ces deux structures soit possible. Enfin, ce serait une région pectique propice a
Facétylation des acides uroniques (Komalavilas et Mort, 1989).

Quant a la rhamnogalacturonane II, qui représente 4 % des parois cellulaires d'érable
(Darvill et al., 1978), c’est un polymére pectique trés ramifié qui comporte de nombreux oses
rares. Il se fixe en O-3 de 'acide galacturonique de la chaine pectique principale (Fig. 10B). Il a
été caractérisé par l'équipe d'Albersheim & partir de parois de cellules d'érable et de riz en
suspension cellulaire (Darvill et al., 1978 ; Spellman et al., 1983 ; Thomas et al., 1989-a). Le RG-
II contient au moins 11 résidus différents glycosyles parmi lesquels des oses rares tels que
I'acide acérique, l'apiose, le 2-O-méthylfucose, le 2-O-méthylxylose, 1'acide 3-deoxy-D-manno-
2-octulosonique (KDO), et l'acide 3-déoxy-D-lyxo-2-heptulosarique (DHA). Des

monosaccharides particuliers avec des liaisons glycosidiques inhabituelles, fucose lié en O-3 et
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0-4, acide glucuronique lié en O-2, et le rhamnose lié en O-3, caractérisent le RGII. La présence
de deux disaccharides: a-Rha-(1-5)-KDO et a-Ara-(1-5)-DHA) (York et al., 1985 ; Stevenson et
al., 1988-a), de I'heptasaccharide (Spellman et al., 1983) et de I'octasaccharide (Stevenson et al.,

1988-b) marque 1'existence du RGII dans de parois végétales (Fig. 11).

3 - Arabinanes et Galactanes pectiques

Ce sont les polyméres glucidiques qui composent les chaines latérales (Fig. 10) des
polysaccharides pectiques (Jarvis, 1984 et McNeil et al., 1984). De taille variable, elles se fixent
sur la chaine pectique principale en O-4 du rhamnose du RGI (Lau et al.,1987b).

Les arabinanes (o-5-arabinanes) sont formées principalement par la liaison (1-5) de
résidus o-L-arabinofuranosyles qui sont souvent substitués en O-3 et parfois en O-2 par les
mémes résidus (Fig. 12). Il en existe cependant faits de liaison (1-3) (Aspinall et Fanous, 1984).
Le degré de branchement et la présence des résidus arabinopyranosyles dépendent. de l'origine
du polysaccharide (Darvill et al., 1980). De plus, ces résidus arabinopyranosyles porteraient les
acides phénoliques existant sur les polysaccharides pectiques (Fry, 1983 ; Rombouts et Thibault,
1986a).

| La galactane (B-4-galactane) est une chaine linéaire de résidus B-D-galactopyranosyles
liés en (1-4). Substituée en O-3 par des arabinanes, elle forme 'arabinogalactane I (Fig. 13). Les
homopolyméres correspondant n’ont pu étre isolés que grace a lutilisation des méthodes qui
dégradent leurs liaisons covalentes avec le RGI (O’Neill et al., 1990). Ainsi, Lau et al. (1987-b)
ont démontré ces liaisons covalentes au niveau du rhamnose par la caractérisation de nombreux
oligosaccharides 4 rhamnoalditol (tableau II) de DP 2-5 pour les arabinanes, et de 2-12 pour les
galactanes. Ceci semble renforcer 'opinion de la majorité des auteurs sur I'existence de chaines
latérales complexes selon laquelle les homopolysaccharides ne sont que des artéfacts
d’extraction (cf. Jus de pomme O’Neill et al., 1990) qui proviendraient de la modification de ces
substituants complexes (Aspinall et Fanous, 1984). Mais I'isolement et la détermination des
oligosaccharides plus lourds (Lau et al.,1988-b) montrent la diversité de leur taille. Ces derniers
auteurs mentionnent, par ailleurs, I'existence probable d’acide galacturonique dans les chaines

latérales.
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Tableau II : Liste des structures totales et partielles des oligoglycosylalditols
caractérisés provenant des chaines latérales du
rhamnogalacturonane I. (D’apres Lau et al., 1987b)

Désignation Oligoglycosylalditols

numérique

1 B-o-Galp-(1—4)-L-Rhaol

2 Ara-(1—5)-Araol

3 Gal—Galol

4 Ara-(1—4)-Rhaol

5 a-L-Araf-(1-3)-B-p-Galp-(1—4)-L-Rhaol

6 B-p-Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—4)-L-Rhaol

7 B-p-Galp-(1—4)-8-D-Galp-(1-4)-L-Rhaol

8 Ara—Ara—Araol

9 Gal—-Gal-Galol
10 Ara—Ara—Rhaol
11 Fuc— Ara—sRhaol
12 a-L-Araf-(1-2)-a-L-Araf-(1-3)-8-p-Galp-(1—4)-L-Rhaol
13 B-p-Galp-(1—6)-B-b-Galp-(1—4)-8-D-Galp-(1—4)-L-Rhaol
14 a-L-Fucp(1-2)-B-p-Galp-(1—4)-B-b-Galp-(1—4)-L-Rhaol
15° Ara— Ara— Ara— Araol
16 Gal—-Gal—-Gal—Galol
17 L-Araf-(1—5)-L-Araf-(1—>2)-L-Araf-(1—3)-b-Galp-(1—4)-L-Rhaol
18 Gal-Gal—Gal— Gal— Rhaol
19 Ara— Ara— Ara—Ara— Araol

2 Chacun de ces oligoglycosylalditols per-O-méthylés est élué avec plus d’un temps de
rétention, indiquant 'existence de configurations anomériques différentes ou de points de
liaison).

by séquence glycosidique des arabinoses liés en O-2 et O-5, n’est pas déterminée pour cet

oligoglycosylalditol ; la séquence montrée est uniquement une proposition.
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Figure 11 :Structure de deux heptasaccharides marqueurs du RG II

(D’aprés Darvill et al., 1978)
( API: apiose ; ACE.A : acide acérique )
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Figure 12: Structure des arabinanes pectiques qui existent sous forme

linéaire ou ramifiée (D’apreés Kennedy et White, 1988).

A : Extrait de graines de moutarde.
B : Extrait de graines de cresson.
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4 - Les arabinogalactanes pectiques (AGp) et protéiques (AGP)

Ce sont des polysacéharides particuliérement complexes, trés ramifiés qui constituent
les chaines latérales des polysaccharides pectiques. Ils sont classés en deux types différents:

- le type I (AG I) est caractérisé par une chaine principale de p-4-galactane substituée en O-3 par
de la a-5-arabinane (Fig. 13A) ;

- le type II (AGII) est fait d’une chaine principale de résidus B-D-galactosyles liés en O-3. qui peut
8tre substituée en O-6 par du B-D-galactose. Des résidus L-arabinofuranosyles liés en O-3
viennent se brancher a la fois sur le O-6 libre de la p-3-D-galactane et sur la chaine latérale B-6-
D-galactane.(Fig. 13B). Des résidus glucuronosyles y sont décelés. On désigne généralement
Pun par arabino-4-galactane, et P'autre, par arabino-3,6-galactane. Ce sont des composés
suffisamment hydrosolubles pour étre extraits a 'eau.

Par ailleurs, 'AGII n’est pas considérée comme un composant de la paroi primaire ,
dans la mesure ol dn I'a souvent trouvée dans le lumen des trachéides, des granules
cytoplasmiques et des vésicules intercellulaires, et au niveau de linterface cytoplasme-paroi
cellulaire de diverses plantes (Clarke et al., 1979). Les cellules végétales en culture sont connues
pour sécréter de PAGII dans le milieu de culture (Aspinall et al., 1969 ; Keegstra et al., 1973 ;
Burke et al., 1974 ; Kato et al., 1977a). Cependant, la mise en évidence des résidus galactosyles
liés en O-3, 0-6 et O-3,-6, en petite quantité dans les parois primaires de suspensions cellulaires
d’érable, et en quantité appréciable dans la paroi cellulaire de pin Douglas (Thomas et al., 1987),
semble pourtant montrer leur présence dans la paroi végétale. Méme si, il n’a pas été établi que
ces résidus galactosyles proviennent du AG II ou des oligosaccharides du RGI.

Ainsi, O'Neill et al. (1990) supposent que 'arabinogalactane n’existe pas a I'état libre
dans la paroi, mais plutét sous forme de chaines latérales longues attachées au RGI.

De plus, ils considéreraient que les arabinanes, les galactanes et les arabinogalactanes,
sont de taille suffisante pour suggérer qu'elles aient une origine synthétique indépendante et
seraient donc des polysaccharides reconnaissables & part entiére, méme si elles sont
covalentement liées a la RGI.

En outre, larabinogalactane Il se distingue de 'AG I par sa participation a des
structures complexes telles que les protéoglycannes et les glycoprotéines qui different par les
proportions et lorganisation des monosaccharides aussi bien que par la nature des liaisons
glucides-protéines (Fincher et al., 1983). On a alors de P'arabino-3,6-galactanes protéiques (AGP)

qui seraient, soit une zone de jonction entre les polysaccharides pectiques et les protéines

pariétales, (Keegstra et al.,1973), soit un composant structural d'une glycoprotéine pariétale
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Figure 13 : Structure des arabinogalactanes
A : Arabinogalactane I de soja.

Bj : Arabinogalactane 11 de pin maritime.
By : Arabinogalactane II de paroi de suspension cellulaire de tabac
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(Fincher et al., 1983). Mais Cartier (1989) montre le role mineur de ces chaines latérales dans les
connections entre le squelette rhamnogalacturonique et le systéme xyloglucanne/cellulose de la
paroi isolée de pomme.

Les arabinogalactanes conjuguées sont trés répandues dans le régne végétal. On les
trouve dans les exsudats et mucilages comme les gommes arabique, ghatti et tragacanth ; et dans
les produits de sécrétion de cellules végétales en culture (Finchern et al, 1983 ; Buchala et al., 1987
; Kennedy et White, 1988).

D.- Glycoprotéines et protéines végétales

L’association entre les pectines et les protéines a été signalée sur des polysaccharides
extracellulaires de cellules de soja (Moore, 1973). Elles sont représentées par I'extensine qui est
définie comme un composé glycoprotéique, basique, insoluble, riche en hydroxyproline, et portant
des chaines latérales osidiques courtes (Fig. 14A) (Lamport, 1967) ; Lamport et Miller, 1971). Les
points de liaison caractéristiques sont: p-L-Araf—L-OHPro, a-D-Galp—L-Ser, D-Xylp—Thr,
(Fry, 1988).

L’extensine serait sécrétée vers la paroi cellulaire sous forme de monomeéres qui sont
ensuite liés par covalence dans une matrice rigide et inextensible (Cooper et Varner, 1984 ;
Swords et Staehelin, 1989). Cette liaison se fait par dimérisation oxydative (Fig. 14B) des résidus
tyrosyles des chaines protéiques de I'extensine pour former de ponts isodityrosines sous I'action
des péroxydases (Fry, 1982b ; Lamport, 1986). La matrice ainsi formée correspond au complexe
extensine-cellulose qui est fait de l'enchevétrement des monoméres aux microfibrilles
cellulosiques (Fig. 14C).(Lamport et Epstein, 1983)

Depuis, d’autres glycoprotéines riches en hydroxyproline qui possédent des propriétés de
types extensine, ont été isolées des tissus végétaux et des produits de séerétion. Ces derniers qui
regroupent les polysaccharides extracellulaires (Smith et al.,1984), les mucilages et les gommes
éxsudées , caractérisent les arabinogalactanes protéiques de type protéoglycanne ayant un fort
taux de glucides macromoléculaires (90-98 %) et trés solubles dans Peau (Fincher et al., 1983). A
I'inverse, I'extensine, la seule glycoprotéine matricielle de la paroi cellulaire qui n’avait pas été
trouvée dans les polysaccharides extracellulaires d’érable, représente les glycoprotéines
pariétales. Ces derniéres sont caractérisées par leur composition glucidique en
oligosaccharides. Toutefois, une glycoprotéine qui semble contenir des hydroxyprolyl-tri- et -
tétra-arabinosides, caractéristiques de l'extensine, a été isolée des polyméres sécrétés par la

suspension cellulaire de tabac (Yamaoka et Sato, 1977)
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Figure 14A: Structure proposée de la région glycosylée de 'extensine
(D’aprés Lamport et Miller, 1971).
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Figure 14B : Couplage oxydatif de deux tyrosihés pour former
le pont isodityrosine. (D’aprés Lamport, 1986).

Figure 14C : Le réseau extensine-cellulose.
(D’aprés Lamport et Epstein, 1986)
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Les complexes arabinogalactanes-protéines sont caractérisés par leur propriété de
précipiter avec les antigénes artificiels de Yariv, qui sont des B-glycosides aromatiques (Clarke
et al., 1979).

Enfin, les enzymes qui ont été isolées des parois cellulaires et des milieux
extracellulaires, représentent d’autres protéines, dont les phosphatases, les glycosidases et les
péroxydases. Certaines interviennent dans le métabolisme pariétal, comme les péroxydases qui
induiraient I'établissement des ponts isodityrosine et diférulique. Tandis que les glycosidases
participent au renouvellement et & l'évolution des polyosides pariétaux ; comme lautolyse
pariétale lors de I'abscission foliaire (Lamport et Catt, 1981 ; Knee et Bartley, 1981 ; McNeil et

al.,1984) et lors de la maturation des fruits (Brady, 1987).

‘E.- Les réticulations (Cross-links) = liaisons intermoléculaires :
Interconnections des polysaccharides

La connaissance de ces liaisons est importante pour la compréhension de la structure et
de 'assemblage des constituants de la paroi végétale (Fry, 1989b). L’étude des polymeéres végétaux
doit alors tenir compte de la diversité de ces liaisons. Elles peuvent étre a 1a fois non covalentes et
covalentes faisant intervenir d’autres molécules non glucidiques (protéique, organique et

minérale).

1 - Liaisons non covalentes

En général, il en existe trois types dont les liaisons hydrogéne, ionique et hydrophobe.
Cette derniére concerne moins les polysaccharides végétaux, a Finverse des deux autres qui sont

trés fréquentes.

a)- Liaison hydrogéne

En effet, le complexe cellulose-xyloglucanne, ou hémicellulose en général, est établi par
ces liaisons, car ils sont dissociables par des solvants chaotropiques (NaOH-NaBH,, Urée,
Thiocyanate de guanidine, MMNO, DMSO) qui coupent les liaisons hydrogéne. Chambat et al.
(1984) ont démontré I'association de la cellulose aux xyloglucanes et ces derniéres entre elles par
I'utilisation du MMNO-DMSO. Cependant, d’autres liaisons peuvent étre rompues par certains

de ces réactifs (Fry, 1989b). Cette propriété est utilisée pour séparer les hémicelluloses sur colonne
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chromatographique de cellulose (Hayashi et al., 1986 et Hayashi,1989a-b).

b)- Liaisons ioniques

Ces liaisons peuvent étre monovalente et divalente. Les premiéres s’établiraient entre
les fonctions carboxyliques des polysaccharides acides et les fonctions amine primaire des
protéines comme l'extensine (Smith et al.,, 1984) et quelques enzymes pariétales (Fry, 1989b).
Ainsi, Porientation du couplage des résidus tyrosine vers l'isodityrosine au lieu de dityrosine
serait due a la présence des polysaccharides acides en liaison ionique (Fry, 1987a). Ce type de
liaison est habituellement rompu par la force ionique de solutions de sels minéraux tels le
chlorure de sodium et le chlorure de lithium.

Les liaisons divalentes se forment principalement par le biais des ions calcium qui
réagissent avec les fonctions carboxyliques des acides uroniques de polysaccharides acides.
Elles sont renforcées par les liaisons de coordination du calcium avec les atomes d’oxygéne des
résidus glycosyles voisins. La conséquence est I'arrangement en boite & ceufs ,“egg-box”, des
homogalacturonanes (Rees, 1982 et Jarvis, 1984). Priem (1990) a montré la taille minimale des
acides oligogalacturoniques susceptibles de former des ponts calcium. Par ailleurs,
I'établissement des ponts calciques des polysaccharides acides nouvellement sécrétés, se ferait
selon un processus non enzymatique. Cependant, la pectine méthyl-estérase, enzyme pariétale,
catalyserait leur formation par désestérification des polyméres pectiques méthyl-estérifiés,
initialement déposés ou libérés dans la paroi (Fry, 1988-1989b).

Enfin, ces liaisons peuvent &tre, a 1a fois sous-estimées par I'action des agents chélateurs
endogénes, comme le citrate ; ou, surestimées par la libération des ions calcium endogénes,

cytosoliques (Fry, 1988-1989b).

2 - Liaisons covalentes

Elles sont classées selon que les polysaccharides se lient directement ou indirectement

entre eux.

a)- Liaisons directes

Les polysaccharides peuvent se lier par des liaisons glycosidique et ester. La premiére
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s’établit entre la fonction réductrice d’'un polysaccharide et une fonction alcool d’un autre, &
I'instar de I'association du xyloglucanne et de la pectine, proposée par Bauer et al. (1973).

Tandis que la seconde se fait & partir d’une fonction alcool polysaccharidique et d’une fonction
carboxylique d’acides uroniques. Ainsi, s’établit la relation entre la pectine et la cellulose ou la
xyloglucane (Stevens et Selvendran, 1984a-b ; Massiot et Thibault, 1989 ; Selvendran et King,
1989).

Par ailleurs, la réaction d’estérification intracellulaire se ferait par l'utilisation de
coenzyme A et d’ATP, ou spécialement le S-adénosylméthionine dans le cas de la
méthylestérification. Alors que dans la paroi cellulaire, le mécanisme est la transestérification
a partir des polysaccharides déja méthylestérifiés (Fry, 1989b).

Enfin, on n’a pas prouvé de fagon convaincante en faveur des liaisons esters (Fry, 1986).
D’autant que ces liaisons sont labiles en milieu alcalin, et plusieurs estérases pariétales sont

connues pour les hydrolyser (Gahan et Bellani, 1984).

b)- Liaisons indirectes

Elles font appel principalement 4 d’autres molécules non glucidiques, les dérivés
phénoliques qui sont les résidus tyrosine de 'extensine, les hydroxycinnamates (férulate, p-
coumarate) et le p-hydroxybenzoate, qui estérifient les groupes hydroxyle des polysaccharides
(Fry, 1986 ; Kamisaka et al., 1990 ; Guillon et Thibault, 1990). Les différentes possibilités de
couplage sont représentées dans la figure 15. Ainsi, les liaisons se font principalement par
couplage oxydatif des dérivés phénoliques sous l'action des péroxydases (Whitmore, 1976 ;
Lamport, 1986) ou par des agents oxydants, comme les ferricyanides (Taylor et Bettersby, 1967).
Récemment, on a fait état de couplage photochimique des dérivés phénoliques (Eraso et Hartley,
1990).

Et plusieurs polyméres glucidiques tels que les arabinoxylanes et les pectines portent des
chaines latérales phénoliques (Fry, 1988). Ils sont souvent isolés & partir des polymeéres pariétaux
que des polysaccharides extracellulaires. Il apparait que prés de la moitié des résidus
arabinopyrannosyles terminaux porte des acides féruliques (Fry, 1983). Ces derniers sont
transférés sur le polysaccharide, probablement au cours de la synthése intracellulaire de celui-ci
(Fry, 1987b).

Par ailleurs, des polyols et des cyclitols, signalés dans la composition des
polysaccharides, établiraient des liaisons covalentes intermoléculaires (Selvendran et King,

1989).
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Toutes les interconnections possibles ont été résumées par Fry (1986) dans la figure 16.
Récemment, des auteurs (Massiot et Thibault, 1989 ; Selvendran, 1989 ; Nishitani et Nevins, 1989)
ont émis la possibilité de relation covalente entre les hémicelluloses de type xylane et les
polysaccharides pectiques et de I'existence de liaison silanol (Fry, 1988). Mais, on n’a pas encore
isolé de sites spécifiques, représentatifs de ces liaisons particuliéres. Les résultats de ces travaux

sont résumés sur la figure 17.

F.- Mucilages et éxsudats végétaux

I1 convient de présenter ces quelques polyméres glucidiques en raison de leur similitude
structurale avec les polysaccharides extracellulaires des suspensions cellulaires (Kennedy et
White, 1988b). En effet, on trouve des mucilages et des gommes dont la structure s’apparente a
celle des chaines principales et latérales des polysaccharides pectiques et hémicellulosiques.

Ceux de type acide ont des chaines principales homogalacturonique (Fig. 18A) et
rhamnogalacturonique (Fig. 18B). Tandis que d’autres ressemblent & de I'arabinogalactane II
(Fig. 16). Quant a la structure hémicellulosique de type xylane (Fig. 20), sa particularité réside
dans le mélange de liaisons B-(1—4)et B-(1-53).

Enfin, ces polysaccharides végétaux sont d'intérét industriel important pour leurs
propriétés physico-chimiques et biologiques (Griffiths et Kennedy, 1988 ; White et Kennedy, 1988c
; Tomoda et al.,1989 ; Srivastava et Kulshreshtha, 1989).

G.- Valorisation des polysaccharides végétaux

Les recherches entreprises sur ces polyméres sont fondées, en majorité, sur des objectifs
économiques.

Leur utilisation est marquée par celle de 'amidon et de 1a cellulose qui ont acquis une
importance économique et sociale considérables en tant que sources alimentaire et énergétique.
L’exploitation traditionnelle (aliments et matériaux de construction) compte encore pour la
majorité de leur production. A celle-ci, s’ajoute la nécessité de les modifier afin de disposer de
nouveaux produits compétitifs et originaux, tels la viscose en industrie textile et d’emballage, et
les supports chromatographiques dans le domaine scientifique, ....(Sturgeon, 1988 ; Griffiths et
Kennedy, 1988). Vient ensuite I'intérét pour d’autres polysaccharides comme les pectines, les

hémicelluloses, les gommes et les mucilages végétaux.
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Xyloglucane
Arabinoxylanes

3

Cellulose

y4

~G-u-u-0 §

5/

Homogalacturonane
Arabinogalactane
(o) liens hydrogéne 1 - cellulose-cellulose
(O) ponts calcium 2 - xyloglucane-cellulose
(%) autres liaisons joniques 3 - xylane-cellulose

(:) association de phénols 4 - homogalacturonane-homogalacturonane

(=) liaisons ester 5 - extensine-pectine
6 - extensine- extensine
7 - pectine-pectine
8 - arabinoxylane-arabinoxylane

(-) liaisons glycosidiques

($) enchevétrements

9 - pectine-cellulose
10 - arabinogalactane-thamnogalacturonane

11 - pectine dans F'extensine

" Les abréviations utilisées dans les structures signifient :
A : Arabinose ; F = Fucose ; G = Glucose ; L = Galactose ; R = Rhamnose ;
U = Acide galacturonique ; & = Galacturonate de méthyle ; a = acides aminés
autres que la thyrosine ;y = Tyrosine ;y:y = isodityrosine ; @= acide ferulique ;
@:@ = acide diferulique

Figure 16 : Modele représentatif des interconnections des polysaccharides
végétaux d’apres Fry (1986).
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|i rotéine

Moore, 1973

Figure 17 : Représentation schématique des associations interpolysaccharidiques

possibles d’aprés les auteurs cités.

Cose : Cellulose

XG : Xyloglucane

Pect : Pectines

AX: Arabinoxylane ;

nc :Liaisons non covalentes (hydrogéne, ionique, ...)
c:liaisons covalentes (Glycosidique, ester, éther)
00 : Couplage oxidatif (Diférulique, Isodityrosine, ...)
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—+4)-a-0-GalpA-(1 +4)-a-p-GalpA-(1 »4)-a-p-GalpA-(1 »4)-a-p-GalpA-(1 -
3 3 3

1 1 i
A 1 1 1
, B-o-Xylp B-o-Xylp B-o-Xylp
2 2
t 1
1 i
a-L-Fucp f-v-Galp
R
l
3
B —+4)-p-GalpA-(1 =2)-L-Rhap-(1 —+4)-0-GalpA-(1 -»2)-L-Rhap-(l -
’ 4 4 -
1 1
R R

R =t-Rhap-(1 =+, p-Galp-(1 -, 4-0-Me-p-GlcpA-(1 —=4)-0-Galp-(1 -
or p-Xylp-(1 »4)-p-Galp-(1 »

Figure 18 : Structures de gomme (A) et de mucilages (B) de type acide

A : Chaine principale homogalacturonique (gomme tragacanth)

B: Chaitne principale rhamnogalacturonique (R : mucilage de graines de cresson) ;
Ry : B-D-GlepA-{(1->, de racines d’Abelmoschus mamilot , Tomoda et al., 1979 ;

Rl : 3-O-Me-D-Galp-(1—4)-D-Galp-(1—, d’écorce d’orme)

D’aprés Kennedy et White (1988b)
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A B-o-Galp
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4
-ﬁ-o-Gglp-(l —3}$-0-Galp-(1~3)--0-Galp-(1 ~ 3} f-p-Galp-(1 —3)- B-0-Galp-{1 — 3} B-0-Galp-(1 = 3)-f-p-Galp-(1 —
6 6 6 6 6 6 |
1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 ! 1 !
L-Rhap f-0-Galp B-p-Galp L-Araf B-p-Galp L-Araf B-p-Galp
2 3 3 3(5) 3 3
1 1 1 1 1 i
1 1 1 1 ! !
B-n-Galp L-Rhap L-Araf p-0-Galp B-p-Gelf F-o-Galp
3
1
1
B-0-GalpA
B-o-GlpA
1
B '
6
R—3}p-0-Gzlp
|
|
6
—3}-f-0-Galp-(1 =2} B-0-Galp-(1 —=3}F-p-Galp-(1 =
6 6
1 !
1 !
R—+3}p-0-Gzlfp R—3}£-p-Galp
6 6
1 1
| i
R—=3}f-0-Galp R —3}f-p-Galp
6 6
1 1
1 1
R—4)}f-0-GlcpA R—4}f-p-GlcpA

"R=t-Araf-(1 =, t-Rhap-(1 =, a-p-Galp-(1 —3}1-Araf-(1 =,
. f-L-Arap-(1 =3)L-Araf-(1 -

Figure 19: Structure de gommes de type arabino-3,6-galactane

A d’Aegle marmelos (Roy et al., 1977)
B: Gomme arabique d’Acacia
D’aprés Kennedy et White (1988b)
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a-L-Araf B-o-Xylp
1 1
!
% :
—(1 —>4)-B-p-Xylp-(1 »4)-B-0-Xylp-(1 =4)-B-D-Xylp-(1 —3)-B-D-Xylp-(1 ~4)-8-0-Xylp-(1 ~3)-p-o-x§1p-(1 —'4)-ﬁ-D-X;'lp-(l -
3 2 3 3
T T T T T T
i t 1 1 1 1
a-L-Araf a-L-Araf B-o-Xylp a-L-Rhap a-L-Araf B-o-Xylp
2
T
1
a-p-GalpA

Figure 20: Structure de type xylane complexe de mucilage de

Plantago ovata Forsk

La chaine principale est faite de mélange de liaisons B(1-4) et B-(1—53)

Présence de chaines latérales mixtes dont une est le motifde la

rhamnogalacturonane. D’aprés Kennedy et White (1988b).
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Ils sont utilisés pour leurs propriétés physico-chimiques et biologiques en industries
agro-alimentaire, pharmaceutique et scientifique, que I'on inclut actuellement dans le terme de
“Biotechnologie”. Cependant, ils sont fortement concurrencés par les exopolysaccharides
bactériens tel la gomme xanthane en industrie alimentaire.

Il serait trop long d’énumérer toutes les applications possibles des polysaccharides
végétaux et leurs dérivés (Sturgeon, 1988 ; White et Kennedy, 1988c). Toutefois, les quelques
tendances actuelles et futures de la recherche sur leur fonction biologique, seront citées. Ainsi,
ils sont étudiés pour leurs diverses activités: anti-tumorale, anticoagulante, immunologique,
anti- complémentaire, anti-inflamatoire, hypoglycémique, anti-virale (Srivastava et

Kulshreshtha, 1989) et. activateur du systéme réticuloendothélial (Kanari et al., 1989).

IITI- METHODES D’ETUDE DES POLYSACCHARIDES VEGETAUX

L'étude des polysaccharides végétaux fait appel aux mémes techniques que celles
utilisées pour toutes les substances & composants glucidiques. Elles ne sont modifiées que pour les
adapter & la nature du matériel et a la finalité de I’étude. Généralement, elles se répartissent en
deux catégories: les méthodes (bio)chimiques et physiques, et les méthodes biologiques et

biotechnologiques.

A.- Méthodes (bio)chimiques et physiques

1- Obtention des fractions glucidiques

Les techniques employées ont pour but d’extraire et de purifier, au mieux de leur état
natif, les polysaccharides. Cette étape tient une grande importance dans 1étude des
polysaccharides végétaux car son choix définit la nature de la fraction glucidique. Elle est
souvent soumise aux divergences entre méthodes drastiques, douces et conservatives.

Mais la plupart du temps, on ne peut éviter les moyens drastiques tout en limitant la
modification des polyméres pour les rendre solubles, condition sine qua non de toute purification
basée sur la solubilité (Fry, 1988). De ce point de vue, les milieux de culture permettent
T'utilisation de réactifs peu destructifs 4 température basse pour solubiliser ; 'extraction repose
sur la solubilité ou la précipitation du composé vis-a-vis d'un réactif ajouté (sels, chélatants,

solvants organiques).
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a)- Sels, acides, bases, chélatants et substances organiques

Ces produits vont servir a extraire et a solubiliser les polysaccharides. Mais
Textractibilité (capacité ou sensibilité d’'une molécule a I’extraction) d’'un polymére ne signifie
pas forcément qu’il soit hydrosoluble. Aucun réactif servant a Vextraction est parfait (Fry, 1988).
Ainsi pour solubiliser, on doit employer diverses substances telles les sels (NaCl, LiCly, acétates,
succinates,...), les acides et les bases (H3BOg, NaOH et KOH,...), les chélatants (CDTA,...), et
les réactifs organiques (urée, DMSO, MMNO,...).

Actuellement, on utilise des systémes de solvants aqueux, comme LiCly/2-
méthoxyéthanol (Clarke, 1983) et LiCly/Diméthylacétamide (Lloyd et al.,1990). Ils constituent
une alternative a Pextraction par des réactifs minéraux et par des enzymes (Fry, 1988 ; White et
Kennedy, 1988).

Les sels et les tampons aqueux ( NaCl, LiCly, Phosphates, Carbonates, Acétates,
Succinates, HEPES, Tris/HCl, ..), en général, servent a4 maintenir la solubilité des
polysaccharides pour qu’ils puissent étre traités par les méthodes de fractionnement.
L’utilisation du pouveir tampon de certaines substances aqueuses est nécessaire, comme
HEPES (acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine-éthanesulfonique) et le Tris/HCI, pour prévenir
toutes modifications d’origine exogéne et endogéne. Des substances antimicrobiennes peuvent
étre ajoutées, comme l'azoture de sodium a 0,5%, le chlorbutol & 0,5%, ou le tymerosal 0,2%.
Cependant, il faudra tenir compte de la compatibilité de ces réactifs avec les méthodes d’analyse
utilisées. L’azoture de sodium interfére avec le dosage au m-hydroxydiphényl (Thibault, 1979).

Les acides tels que I'acide acétique ou T'acide borique, contribuent & P'extraction et a la
solubilité des polysaccharides. En effet, I'acide borique est nécessaire a l'extraction des
hémicelluloses & mannoses (mannanes) par la potasse (Thornber et Northcote, 1962).

Quant aux alcalis, soude et potasse en général, ils sont efficaces pour extraire les
hémicelluloses et certains polysaccharides pectiques résistants aux chélatants.Il est possible de
procéder 4 I'extraction graduelle avec ces réactifs (Carpita, 1984). Leur action est due a la fois a
leurs effets chaotropique et destructif: coupure des liaisons esters, des liaisons O-
glycopeptidiques, et B-élimination récurrente de certains polysaccharides réducteurs ou acides
que l'on peut éviter en y ajoutant un agent réducteur, le NaBH,.

Actuellement, on utilise le cadoxen, trés basique et puissant, un mélange de 1,2-
diaminoéthane et d’oxyde de cadmium, qui solubilise ou complexe la cellulo:se (Fry, 1988).

Par ailleurs, les agents chélatants (oxalates, EDTA(Na)y, CDTA, ...) vont agir en

complexant principalement les ions calcium. Le CDTA (acide 1,2-cyclohexylénedinitrilotétra-
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acétique) est actuellement le plus utilisé (Jarvis, 1982). Ils servent & extraire et solubiliser
graduellement les fractions pectiques. Les effets varient selon les types cellulaires: plus de 50 %
d’extraction dans les tissus des fruits, de 20 a 50 % dans les tissus végétatifs des plantes entiéres,
et moins de 10 % dans les cultures tissulaires (Fry, 1988). Il est improbable que des effets
secondaires (modifications, dégradations) se produisent en utilisant ces réactifs & température
ambiante. Mais les traitements prolongés dans ces conditions permettraient aux enzymes
endogénes d’agir, provoquant des modifications qui ne sont pas en relation avec la chélation du
calcium. Le formiate donne les mémes résultats dans les conditions identiques (Fry, 1988).
Cependant ils ne suffisent pas a extraire tous les polysaccharides acides.

De plus, les agents chaotropiques aqueux (urée, éthyléneglycol, thiocyanate de
guanidine, DMSO, MMNO = [Methylmorpholino-N-oxide], ...), sont des puissants agents
d’extraction des polysaccharides neutres, et méme de la cellulose. L'urée (8 M) solubilise et
dénature les protéines, extrait peu de polysaccharides, et devient trés basique & chaud. Le DMSO
est un solvant général des polyméres neutres (amidon, cellulose, hémicelluloses). Et le
thiocyanate de guanidine (5,5 M) est efficace pour les polyméres & mannose (mannanes). Tandis
que le MMNO, le plus puissant, est habituellement utilisé pour extraire la cellulose (Joseleau et
al.,1980 ; Chanzy et al., 1982 ; Chambat et al., 1984). Il est peu efficace pour les polyméres acides.
Utilisé entre 85°C et 120°C, il peut modifier la cellulose (Joseleau et al.,1980). Un exemple
d’extraction séquentielle des polysaccharides de parois primaires est proposé par Fry (1988):
DMSO, CDTA, Urée, Thiocyanate de guanidine, soude, soude/H3BOg; jusqu’a I'étape de la soude,
la dégradation est minimale. Le résidu final correspondrait & la fraction cellulosique contenant
quelques pectines résistantes et des hémicelluloses, et de Vextensine qui sont associées a la
cellulose.(Selvendran et Ryden, 1990).

Enfin, 'utilisation des réactifs de précipitation, les alcools (éthanol), 'iodine, le sel de
cuivre et les ammonium quaternaires (CTAB), constitue le début du fractionnement. L'éthanol,
sélectif sur la taille moléculaire et la charge, est souvent utilisé & raison de trois volumes ou a
70%. Par contre, le cuivre et le CTAB (= cétyltriméthylammoniumbromide) ne précipitent que les
polyméres anioniques, pectines et protéines. Et I'iodine se complexe avec les hémicelluloses
(Gaillard, 1965). Renard et al. (1990) montrent un exemple d’extraction chimique de pectines
insolubles au CDTA.

Il convient de citer la dialyse qui est une technique indispensable pour changer aisément
de tampon ou enlever les sels des fractions extraites. Son principe repose sur la différence de
taille moléculaire, elle laisse passer les petites molécules vers le milieu de faible pression
osmotique ou de force ionique. Mais certaines substances organiques, méme de faible taille

moléculaire, ne sont pas enlevée par dialyse.



50

b)- Méthodes chromatographiques

Elles constituent P'étape principale de fractionnement basée sur les différences de
charges et de tailles moléculaires. Elles reposent sur deux modes: la chromatographie
échangeuses d’ions et celle d’exclusion moléculaire ou stérique. Les polymeéres sont
généralement séparés selon leur charge, et ensuite, selon leur masse moléculaire. Le
fractionnement est amélioré par le bon choix de la matrice des gels chromatographiques qu’on
doit utiliser dans les conditions physico-chimiques adaptées (molarité, force ionique et pH des
tampons), mais aussi, par agencement judicieux des diverses techniques chromatographiques
existantes, parmi lesquelles, la chromatographie liquide sur couche mince de silice (CCM),la
chromatographie liquide sur papier, la chromatographie liquide sur colonne basse pression, la
chromatographie liquide a4 haute pression (CLHP) et la CLHP préparative. |

Le DEAE-trisacryl donne de bons résultats sur les extraits pectiques par le CDTA et le
Nay,COg (Redgwell et Selvendran, 1986). Il en est de méme pour les gels tels que le DEAE-
Sephadex A-25 et 50, le DEAE-Sephacel. L’arabinane pectique qui contamine la xyloglucane a été
mieux séparée sur une colonne de cellulose, en application de Yaffinité entre ces deux derniers
polyméres (O’'Neill et Selvendran, 1985). Il existe aussi d’autres matrices, les résines qui sont
des échangeuses d’ions relativement fortes.

Les gels de Sephadex (G10 a G200), de Bio-gel (P2,P4 et P6), de Séphacryl (5200, S300,
S500), d’Agarose (Acal.5m,...), de cellulose (CL2B, CL4B,...), ... vont &tre utilisés pour la
chromatographie d’exclusion moléculaire. Des gels récents a base de polystyréne
divinylbenzéne, comme la série HW-40, 55,-65,-75, vont servir & séparer les polysaccharides
selon leur taille moléculaire et leur interaction stérique avec cette matrice. Ces gels sont
équilibrés dans un tampon aqueux. Cette technique chromatographique sert aussi a dessaler les
fractions extraites. Les Séphadex LH-20 et LH-60 sont des gels hydrophobes qui servent a4 séparer
les glucides conjugués a des dérivés organiques (phénoliques et précurseurs de lignine) (Azuma,
1989).

Enfin, le dosage des substituants méthyles et acétyles est fait par CLHP avec une colonne

Aminex HPX-87H (Voragen et al., 1986). En outre, les techniques électrophorétiques complétent

toutes ces méthodes.
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¢)- Electrophorese et Ultracentrifugation

L’électrophorése est basée sur la séparation en fonction des charges des oligosaccharides
ou de certains polysaccharides fortement chargés, dans un champ électrique. Le support papier
est préféré pour purifier des oligosaccharides tandis que les supports en agarose ou en
polyacrylamide servent & déterminer les masses moléculaires des polyméres glucidiques
chargés et les protéines.

L'utilisation de la centrifugation isopicnique au chlorure de césium ou au .
trifluoroacétate de césium, permet de classer les polysaccharides en fonction de leur densité
(Fry,1988). Seymour et Harding (1987) utilisent la méthode de sédimentation & I'équilibre a faible

vitesse pour analyser les tailles moléculaires des polyuronides de fruits de tomate qui les ont

conduit & mettre en évidence une baisse moyenne de 50 000Da, jusqu’a la maturation.

2 - Analyse des fractions homogénes

a)- Méthodes spectrophotométriques

Le dosage dit colorimétrique est la principale utilisation de ces méthodes, employant des
longueurs d’onde (Adu visible vers les ultraviolets (UV). Le principe est basé sur I'absorption des
molécules qui en sont capables. Pour les autres, elles doivent étre préalablement converties en
dérivés capables d’absorber dans ces domaines. C’est le cas des dosages de glucides pour
lesquels, on doit obtenir par hydrolyse les dérivés furfurals capables de se conjuguer aux
chromogénes (phénol, orcinol, m-hydroxydiphényle,...) pour former des chromophores de
couleurs variables selon la nature de l'ose. On note alors plusieurs méthodes sensibles a la
nature des oses (pentoses, hexoses, acides uroniques. En général, on utilise deux types, le dosage
des oses totaux ou neutres (Phénol, Orcinol, Anthrone) et celui des acides uroniques (Carbazol et
m-hydroxydiphényle). Actuellement, la méthode de Blumentkranz et Asboe (1973) (m-
OHdiphényle ou MHDP) est 1a plus utilisée pour sa spécificité.

De plus, la pratique de correction des interférences entre les diverses méthodes, améne a
choisir un couple de techniques, comme le Carbazol-Orcinol, sur lequel 1a méthode de correction
a été établie par Montreuil et Spik (1963). Le méme principe est adopté pour le MHDP-Orcinol. Les
méthodes & I'anthrone et au phénol sont pratiques par leur sensibilité générale et leur rapidité
d’exécution, ce qui permet d’effectuer des tests et des profils d’élution chromatographique.

Par ailleurs, le pouvoir réducteur des glucides est déterminé par la méthode de Nelson-Somogyi
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(1952) ou par celle a Yacide p-hydroxybenzoique hydrazide (PAHBAH) de Lever (1972).

Enfin, Fabsorption dans le domaine de l'ultraviolet est utilisée pour des polysaccharides
natifs afin de déceler la présence de protéines (280 nm) et de dérivés phénoliques. Ces derniers
sont détectés par leur effet bathochromique entre leur forme acide (325nm a pH 4,0) et basique
(370nm a pH 10,0). L’analyse peut se faire directement sur des solutions aqueuses en utilisant des
coefficients d’extinction molaire : 22900 a4 325nm (Guillon et Thibault, 1989) ; 31600 a 370-375nm
(Fry, 1982a). Un spectre total est généralement nécessaire pour obtenir les longueurs d’onde
maximales. Les protéines sont dosées par des méthodes colorimétriques: méthode de Lowry
(1951) et celle de Bradford (1976).

Toutes ces méthodes sont sensibles aux interférences des sels ou toutes autres réactifs
(Thibault, 1979 ; Fry, 1988). L’azoture de sodium inhibe totalement le développement de la
coloration dans la méthode au MHDP (Thibault, 1979).

b)- Méthodes analytiques

Cette étape a pour but d’analyser les compositions en monosaccharides, en acides aminés
et en substances phénoliques, des fractions glucidiques obtenues par extraction et
fractionnement. Pour cela, la coupure (hydrolyse et méthanolyse) totale et quantitative des
polyméres doit étre obtenue. Les méthodes chromatographiques vont aussi permettre ces
analyses: la chromatographie sur couche mince de silice, I'électrophorése descendante sur
papier, le CLHP, et la chromatographie liquide gaz (Albersheim et al., 1967 et McNeil et al., 1982).
Pour obtenir des données quantitatives, les deux derniéres techniques sont les plus adaptées ; car
elles fournissent des valeurs reproductibles et constantes.

L’analyse par CLHP nécessite des colonnes capables de séparer les composants
glucidiques, protéiques et organiques. Actuellement, les colonnes existantes (silice greffée C18,
NH2,...) satisfont ces besoins.

Quant a la CLG, son principe repose sur le partage des états liquide et gaz d’'une substance
entre la phase liquide, greffée dans une colonne capillaire de silice, et le gaz vecteur. Pour cela, il
faut rendre volatiles les composants de ’hydrolysat ou du méthanolysat en leur greffant des
radicaux acétyl (acétylation), triméthylsilyl (triméthylsylilation: TMS), trifluoroacétyl
(trifluoroacétylation). Les méthodes les plus utilisées sont celles de Sawardeker et al. (1965) et de
Jones et Albersheim (1972) pour la préparation des dérivés acétates d’alditol (AA), et celle de
Sweeley (1966) pour les dérivés triméthylsylilés (TMS), bien que d’autres méthodes existent : les

aldononitriles et les cetoximes peracétylés (Seymour et al., 1989), les trifluoroacétyles (Clamp et
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al., 1971). Il convient généralement de procéder a I’étalonnage du dispositif chromatographique
en établissant les coefficients de correction relatifs aux dérivés analysés (Clamp et al., 1971).
Hamaildinen et al. (1990) ont récemment appliqué une technique de calibration dans la
détermination des aldoses acétylés.

Jusque-13, on travaille sur le matériel intact afin de pouvoir vérifier son homogénéité et

sa pureté, et de I'identifier pour le classer.

3 - Détermination partielle ou totale de la séquence structurale primaire

Beaucoup de procédés sont utilisés pour I'étude de la structure primaire des

polysaccharides.

a)- Méthylation, Spectrométrie de masse, Résonance magnétique

nucléaire

Ils permettent la connaissance des liaisons glycosidiques des oses constitutifs, et

renseignent sur la forme et la conformation du polysaccharide.

a)- Méthylation

La méthylation consiste & substituer par des méthoxyles tous les groupes hydroxyles des
polysaccharides et des composés organiques. La méthode de référence est celle de Hakomori

(1964) qui utilise 'hydrure de sodium et le DMSO pour obtenir la base de méthylation, le
méthylsulphinyl carbanion sodium (CHg-SO-CHgy Na™*) qui catalyse Pionisation des groupes

hydroxyl nécessaire & la réaction de I'iodure de méthyl, 'agent de méthylation.

Depuis, d’autres procédés existent pour 'adapter aux molécules qui ne conviennent pas a
celle de Hakomori. C’est le cas des méthodes de Paz Parente et al. (1985) et de Blakeney et Stone
(1985) qui utilisent le carbanion lithium préparé a partir du butyllithium. Prhem (1980) utilise le
méthyl trifluorométhane-sulfonate/triméthylphosphate, et Ciucanu et Kerek (1984) qui ajoute de
la soude en poudre et Ilodure de méthyl aux polysaccharides dissous dans le DMSO. Cette
derniére méthode donne un minimum de dégradation pour les polysaccharides & acides
uroniques, si I'iodure de méthyl est ajouté avant la base (Ciucanu et Luca, 1990). Cependant, York
et al.(1990b) démontrent une oxydation du cellobioitol et d’'un oligosaccharide de xyloglucane par

la méthode de Ciucanu et Kerek (1984).
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L’adaptation aux micro-analyses des oligosaccharides et des polysaccharides a été faite
(Akiyama et Kato, 1982 ; Waeghe et al., 1983 ; Harris et al. 1984). En régle générale, on obtient
deux types de dérivés, les méthylglycosides partiellement méthylés et acétylés (MGPMA) et les
acétates d’alditol partiellement méthylés (AAPM), respectivement obtenus aprés méthanolyse et
hydrolyse,suivies d’acétylation. La nomenclature des dérivés obtenus se réfere 4 Kochetkov et
Chizhov (1966). Cependant, des précautions doivent étre prises pour éviter la f-élimination par le
carbanion (Aspinall et Rosell, 1977 ; McNeil et al., 1980), et la méthylation incompléte. La
premiére survient lors d’une réaction de méthylation prolongée de polysaccharides acides , en
présence d’excés de carbanion, de DMSO, et d’acides uroniques liés en 0-4 (Fig. 21). Ceci a pour
conséquence, la perte des résidus rhamnosyles de la RG I qui ne sont pas observés en analyse
(McNeil et al., 1980). Par contre, la prévention de la méthylation incompléte consiste a effectuer
une deuxiéme ou troisidme méthylation, identique a la précédente ou différente, tel le procédé a
Ioxyde d’argent et d’iodure de méthyle.

Par ailleurs, on peut utiliser un autre alkylant, I'iodure d’éthyle (I-CoH 5), pour mettre en
évidence les oses méthylés natifs (ou méthoxy-oses, methylethers) (Sweet et al., 1975a) et les
acides uroniques (McNeil et al.,1982). Ces mémes auteurs (1975b) ont établi les facteurs de
réponses E.C.R. (Effective Carbon Response) des différents dérivés acétates d’alditol
partiellement méthylés ou éthylés.

Le couplage & un spectrométre de masse est indispensable pour déterminer la nature des

dérivés et pouvoir les comparer & des références établies, comme celles de Jansson et al. (1976)

dans le cas des AAPM ou de Hannessian (1971) pour la majorité de dérivés..

B)- Spectrométrie de masse

Cette technique n’est possible que sur des molécules de masse moléculaire faible jusqu’a
1000-1500 D, selon le modele de I'instrument. Il est indispensable de coupler la spectrométrie de
masse & la CLG ou & la CLHP (McNeil et al., 1982) pour détecter les produits qui en sortent.
L’ouvrage de Hannessian (1971) est indispensable comme référence en matiére de détermination
de nouvelles molécules.

Son principe repose sur la séparation des ions moléculaires par leur masse (m/z), a
travers un champ électrique d’accélération et d'un champ magnétique de séparation. Ainsi,
lionisation moléculaire préalable se fait avec ou sans fragmentation selon les informations
recherchées. La fragmentation moléculaire, obtenue par impact électronique (IE), permet

d’analyser la structure selon la sélectivité de la fragmentation.
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Figure 21 : Dégradation alcaline par le méthylsulphinyl carbanion sur

le motif rhamnogalacturonane.

Séquence réactionnelle d'identification des résidus liés glycosidiquement
en O-4 des résidus galacturonosyles. Le produit final n’est pas détecté
par l'analyse en C.L.G. utilisée. Par conséquent, les résidu glycosyles
attachés en O-4 des acides uroniques sont identifiés par leur disparition
apreés le traitement au carbanion. R et R’ sont des résidus glycosidiques

non spécifiés. D’aprés McNeil et al. (1980).
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En effet, dans Panalyse des dérivés (TMS, MGPMA, AAPM ou acétates d’aldito]l d’oses
méthylés natifs, ...), elle est préférentielle entre deux atomes de carbones viscinaux portant des
radicaux méthoxyl (Hannessian, 1971 ; Jansson et al.,1976).

L’ionisation sans fragmentation est obtenue par l'utilisation de gaz ou d’atomes.

L’ionisation par un gaz (NHg), l'ionisation chimique, donnent des masses ioniques (m/z) qui
correspondent & (M+NH 4)+ ot M est la masse moléculaire de P'échantillon analysé, et coupent

certaines liaisons trés labiles (Horton et al., 1974).

Le bombardement par un atome (Argon, Xénon, Césium) accéléré (Fast atom
bombardment : FAB), est utilisé en mode d’ionisation positive ou négative. La molécule sera
chargée positivement ou négativement, et sa fragmentation sera différente. En effet, 'analyse
d’un octasaccharide de xyloglucane (York et al., 1990a) montre que le mode négatif donne une
fragmentation entre le carbone 4 (C-4) et Yoxygéne 1 (O-1) qui se traduit par la stabilisation des
ions (oxanion/oxonium) du ¢6té du carbone terminal auquel est lié le O-1 (Fig. 22A). A I'inverse,
le second mode d’ionisation montre une coupure de la liaison O-15C-4 qui donne des ions
stabilisés en O-1 (Fig. 22B). Les molécules acides, comme celles & acides uroniques, répondent
mieux au mode négatif.

Enfin, la chromatographie liquide gaz 4 haute température (CLG-HT) permet d’étendre
Panalyse aux oligosaccharides plus lourds aprés dérivation (réduction et perméthylation). Il en
va de méme de la chromatographie supercritique qui utilise le dioxyde de carbone liquide comme

vecteur et de la pyrolyse.

v )- Résonance magnétique nucléaire

Généralement, le spectre monodimensionnel de I3C-RMN ne fournit que les
informations relatives aux carbones anomériques des constituants glycosyles et par voie de
conséquence, les carbones ( -CHg-OH), (-CH-OH) et ( -C-OH) sur lesquels sont liés ces C-1. la
faible résolution des spectres rend difficile ’attribution des signaux i 'exception de ceux cités ci-
dessus.

Ceci est d’autant plus vrai que le polymére analysé est complexe. La résolution est, par
ailleurs, dépendante de la puissance du champ de linstrument de mesure. Toutefois, les
performances actuelles des appareils de mesure permettent 'obtention de spectres de mieux en
mieux résolus ce qui laisse espérer I'attribution des signaux ainsi distingués. Cette tentative
s’'appuie sur les données de la littérature (Tab.III) en tenant compte des différences de conditions

de mesure qui dépendent des paramétres suivants:
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Figure 22 : Présentation de la différence de mode d’ionisation en F.A.B.-

MS

A: Fragmentation en mode d’ionisation négative
B: Fragmentation en mode d’ionisation positive

D’aprés York et al. (1990)
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Tableau III ; Listes des références RMN 13C

Réferences

Echantillons

Conditions

Sen et al. (1992).

4-O-methyl-glucurono-
arabinogalactanes

D50 ; acétone; température

ambiante.

Seymour et al. (1990)

(4-O-Me-Glc )AGII

D90 ; acétone ; température: 55°C,

temps d'aquisition 0,66s ; 100,4
MHz.

Valrjen et al. (1989)

Rhamnoarabino-
galactanes II

D50 ; 20,15 MHz

Saulnier (1987),
Thése.

Arabinogalactanes II
pectique

D50 ; température 80°C ;
25,18 MHz

Saulnier et al. (1992)

Arabinogalactanes II
proteique

D50 ; DMSO ; température

60°C; temps d'aquisition: 1,11s ;
100,57TMHZ

Cartier( 1986), thése;
Cartier et al. (1987)

Arabinogalactanes I1

DMSO, température 85°C,
75,46 MHz

De Pinto (1991)

Gomme accacia

D50 ; 1,4 dioxane (relatif au
tetraméthylsilane: Me4Si );
température: 36°C

Schols et al. (1990)

zone chevelu de poly-
saccharide pectiques
de jus de pomme,

D50 ; acétone (relatif au MeySi ),

température: 90°C, temps d'aqui-
sition: 1,11s ; 100,4 MHz

Hervé Du Penhoat et . D90 ; DMSO ; température: 70°C,
al. (1987) Arabinanes s

temps d'aquisition: 1,11s ;
Colquhoun et al. Olico RGI D50 ; acétone (relatif au MeySi),
(1990) 180 température: 24°C ; 100,4 MHz
Manzi A.E. et Cerezo . . oxo
A.S., 1984 Galactomannane D50 ; température: 25°C
ggi;fg;ann et al. Arabinoxylanes D50 ; température: 70°C ;

75 MHz

Joseleau et al., 1977 Arabinanes D50 ; MeySi ; température:90°C;

62,86 MHz
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- la substance de calibrage du zéro de I'instrument est souvent le tétramethylsilane (Me,Si) ou
le sodium 2,2’,3,3’-tétradeutério-3 (triméthylsilyl) propianate (T.S.P.) dont la différence par
rapport au Me,Si est de + 1,55 ppm (Joseleau et al., 1977).

- le témoin interne ou externe (DMSO, acétone,...) sert a controler la stabilité du zéro.

- la température de I'analyse influence la qualité de résonance des carbones, c’est-a-dire le
déplacement des signaux vers le bas champ en fonction de 'augmentation de la température.

- des paramétres d’acquisition, tels que le temps d’acquisition, la durée, 'angle des champs de
force, etc...

- et enfin, le solvant, qui est généralement du DyO ou du DMSO, sert a solubiliser le produit. Du
fait de son interaction avec les molécules analysées, le solvant induit des variations du

déplacement chimique.
Comme exemple, les spectres Bo RMN d’oligosaccharides substitués par des composés

phénoliques comme le diféruloyl-hexasaccharide d’arabinoxylanes (Fig. 23A) et le
féruloyldisacharide de xyloglucane (Fig. 23B) montrent des signaux caractéristiques des
dérivés phénoliques et des glucides qu’ils substituent. Ces spectres et les valeurs de déplacement
chimique décrit dans le tableau IV servent de référence pour la détermination de tel motif

structural.

TABLEAU IV : Attribution des signaux des spectres obtenus en 13C-RMN#2

Composés déplacement chimique (ppm)P

C1 C=2 C3 C4 C5 C-6 C7 C-8 C9 OCHS3

o-L-Arabinose 109,52 82,58 178,13 8229 66,22

B-D-Xylose 102,96 7384 8324 69,06 6421
a-D-Xylose 93,22 172,18° 72,60¢ 77,87 60,08
B-D-Xylose 97,73 15204 75,169 77,71 6537

Acide diférulique 127,26 109,52 148,36 148,89 12536 126,36 146,60 116,65 169,78 56,95

@Dans Dy0 a 27°. P Valeurs des déplacement chimiques relatifs au CDgOD (49,30 ppm). ¢,d | es attributions

sont peut-&tre inversées (Ishii et Hiroi, 1990 b).
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Figure 23 : Spectres 13C-RMN d’oligosaccharides portant des acides

phénoliques isolés de parois cellulaires de bambou.

A: Diféruloylhexasaccharide d’arabinoxylane (Ishii, 1991)
B: Féruloyldisaccharide de xyloglucane (Ishii et Hiroi, 1990).
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b)-Hydrolyse

C’est le procédé qui est abordé d’emblée dans I'étude des polysaccharides car il permet de
connaitre les conditions optimales de 'hydrolyse totale nécessaire aux dosages. Il est basé sur la
différence de sensibilité des liaisons glycosidiques existantes, aux conditions d’hydrolyse
(Montreuil et Spik, 1968 ; Aspinall et Rosell, 1977). Généralement, la démarche consiste a
effectuer des cinétiques d’hydrolyse en variant Pun des paramétres suivants: la nature et la
concentration d’acide, la durée, et la température pour une méme quantité de polysaccharide.
Certains acides ont des effets quasi-spécifiques, Pacide oxalique est capable de couper
uniquement les résidus arabinosyles latéraux des polysaccharides pectiques. En régle générale,
la résistance 4 I'hydrolyse augmente des pentoses vers les acides uroniques, et selon le type de
liaison (Montreuil et Spik, 1968). L’addition de 1,1,3,3-tétraméthylurée stabilise les hydrolysats
et permet une production constante d’oligomeéres (Narui et al., 1987).

Un exemple de ce procédé est le travail de Redgwell et al. (1986a) sur la
glucuronomannane de fruit de kiwi (Actinidia deliciosa). La méme caractéristique structurale
a été retrouvée sur un polysaccharide extracellulaire de suspension cellulaire de tabac (Aspinall

et al., 1989).

De méme, appliquée aux polymeéres pectiques de betterave, I'hydrolyse acide douce ou
partielle donne des résultats satisfaisants sur la détermination structurale (Guillon et Thibault,
1989).

Actuellement, la technique de solvolyse au fluorure d’hydrogéne HF liquide anhydre est
exploitée pour étudier les polysaccharides végétaux (Mort et al., 1988). Sa spécificité de coupure
des liaisons glycosidiques, & basse température (entre -40°C et -23°C ; voir -1°C), qui laisse
intactes les liaisons esters, a permis d’étudier la substitution par les groupes acétyle, succinyle et

pyruvyl existant dans les polysaccharides bactériens (Mort et Bauer, 1982 ; Kuo et Mort, 1986).
c)- Oxydations périodique et chromique
L'oxydation périodique permet de connaitre les zones de substitution tandis que

Poxydation chromique (Angyal et James, 1970 ; Lindberg et Lénngren, 1978) met en évidence

Panomérie (o / axial ou B / équatorial) des liaisons glycosidiques.
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o)- Oxydation périodique

Elle coupe la liaison entre deux atomes de carbone porteurs de groupes hydroxyl vicinaux
en formant de fonction aldéhyde sur chaque carbone. Lors de la dégradation de Smith , aprés la
réduction des aldéhydes, les liaisons acétaliques sont hydrolysées dans des conditions douces.
Ensuite, I'analyse des produits d’oxydation (oligesaccharides et polysaccharides résistants)
permet de déterminer la liaison et la position des régions ramifiées. Ainsi, cette méthode a
permis d’obtenir des polysaccharides fortement branchés (Cartier et al., 1987). De méme, la
position des groupes acétyles sur le résidu galactosyle de la xyloglucane a été déterminée en

appliquant cette méthode avant et aprés dé-estérification (York et al., 1988).

B)- Oxydation chromique

Elle s’applique sur un oligosaccharide et un polysaccharide préalablement réduits et
peracétylés. L’acétylation incompléte induit une oxydation non spécifique des liaisons
anomériques. Cette réaction provoque alors 'oxydation de I'ose 1ié en B, en 5-aldulosonate. Lors
de la méthylation des fractions résistantes, on peut avoir une dégradation alcaline, par le
carbanion, du substituant en O-3 du 5-aldulosonate. De plus, la réduction (NaBHy, ...) touche
aussi bien les groupes carbonyl que les liaisons estercarboxyliques, et I'on doit en tenir compte.
Enfin, la détermination des anoméres se fait par I'analyse parallele des fractions résistantes et
du polysaccharide non traité, sous forme d’acétates d’alditol partiellement méthylés (AAPM) ou

tout autre méthode d’analyse (Lindberg et Lénngren, 1978).

d)- Dégradation alcaline

Elle ne se produit que sur deux types de polysaccharides :
- les polysaccharides liés en O-3 dont I'ose réducteur intact est au moins substitué en 0-3 ;
- les polyméres glucidiques contenant des acides uroniques méthylestérifiés substitués en O-4.
La réaction de B-élimination est faite généralement par la soude & température élevée
(0,1M, 100°C; 1h a 24h ; ...etc) tandis que celle des polyméres acides est aussi produite par
d’autres bases telles le carbanion méthylsulphinyl de sodium. Elle provoque alors la coupure des
liaisons (1—53) et (1—4). Ce processus peut aller jusqu’a la dégradation récurrente (“peeling”) de
Péchantillon étudié. L’ajout d’agents réducteurs (NaBHy ou NaBD,, ...) dans le milieu

réactionnel permet d’éviter ce phénomeéne (Lindberg et al., 1973 ; Aspinall et Rosell, 1977 ;
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Lindberg et Lonngren, 1978).

L’application de la dégradation alcaline en milieu réducteur (présence de réducteur) sur
des polysaccharides pectiques (Kiyohara et Yamada, 1989) a permis la détermination
d’oligosaccharides dont les oses réducteurs sont les résidus galactosyles et rhamnosyles,
caractéristiques des chaines latérales pectiques. Ces auteurs ont procédé par une
méthylestérification préalable au diazométhane éther (Inoue et al., 1987) du polysaccharide. Pour
maintenir les esters, nécessaires & la réussite de la réaction de B-élimination, celle-ci doit se

faire dans des conditions anhydres.

e)- Dégradations spécifiques au niveau des acides uroniques

Ces réactions spécifiques des acides uroniques permettent alors de déterminer leur

position dans la structure.

o)- Dégradation catalysée par une base

Comme il est dit ci-dessus, un polysaccharide méthylestérifié, qu’il soit perméthylé ou
non, est dégradé par une base selon la réaction de B-élimination. C’est la base de méthylation, le
carbanion, qui est utilisée sur le polysaccharide acide perméthylé dissous dans le DMSO. Cette
réaction nécessite des conditions anhydres de fagon a éviter la saponification qui induirait une
sous-estimation de Vefficacité de la réaction. Cette derniére transforme l'acide uronique en
acide hexa-4-énopyranosyluronique qui sera en position terminale (Lindberg et al., 1973 ;

Aspinall et Rosell, 1977).

B)- Dégradation au lithium-éthylénediamine

Il a été démontré que le lithium métallique dissous dans I’éthylénediamine est capable
de couper spécifiquement un polysaccharide contenant de 'acide galacturonique 1ié en O-3. L’ose
attaché a Pacide devient alors en position terminale (Mort et Bauer, 1982). L’acide serait détruit.
Albersheim et ses collaborateurs ont appliqué cette méthode aux polysaccharides végétaux. Ils ont
montré qu’elle réduit les aldoses, et coupe les méthylglycosides, les méthyléthers et les acétals
pyruviques des résidus glycosyles (Lau et al., 1987a). De plus, ces mémes auteurs ont étudié la
régions rhamnogalacturonane I de la paroi primaire de la cellule d’érable par cette technique. Ils
ont pu isoler plusieurs oligosaccharides dont P'ose réducteur est le rhamnose, caractéristique des

chaines latérales pectiques (Lau et al., 1987b).
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v )- Coupure réductive (Gray, 1987)

C’est une méthode qui permet de connaitre la configuration cyclique (furannique et
pyruvique) des résidus glycosyles en méme temps que les liaisons. Elle s’applique sur des
polysaccharides méthylés selon deux méthodes:

- en présence de triméthylsilane et de triméthylsilyltrifluorométhane sulfonate ;
- avec le triméthylsilane et un mélange de triméthylsilylméthane sulfonate et d’éthérate de
trifluorure de bore.

Les résidus furanosyle et pyranosyle sont transformés respectivement en 1,4-
anhydroalditol et en 1,5-anhydroalditol. Cependant, les glycofuranoses substitués en 0-5
donnent aussi  des 1,5-anhydroalditols par  isomérisation induite par le
triméthylsilyltrifluorométhane sulfonate (Gruber et Gray, 1990).

Enfin, on peut procéder, in situ, &4 'acétylation ou bien a la benzoylation pour analyser
les anhydroalditols en CLG. Elle constitue donc une alternative aux méthodes de méthylation

conventionnelles (méthanolyse et hydrolyse).

P- Réduction des fonctions carboxyliques des polysaccharides acides

C’est une méthode non destructive qui permet de convertir les acides uroniques en leurs
équivalents oses neutres, 'acide galacturonique en galactose et I'acide glucuronique en glucose.
Il existe deux approches distinctes, celle de Taylor et Conrad (1972) sur les polysaccharides
intacts et celle au LiAlH; ou LiBH, (Dutton, 1986) ou leurs dérivés deutériés, sur les
polysaccharides méthylestérifiés ou perméthylés. La premiére utilise le couple
carbodiimide/NaBH, ou NaBD, &4 pH 7. Généralement, on procéde en deux ou trois cycles pour
arriver a 80-95 % de réduction.

La seconde dépend de la méthylestérification totale des acides uroniques que 'on peut
obtenir de plusieurs fagons sans dégradation majeure, & savoir la perméthylation directe sans p-
élimination et la méthylestérification au méthanol-HCI dilué ou mieux au diazométhane (Fales

et al, 1973).
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B.- Méthodes biologiques et biotechnologiques

1- Méthodes enzymatiques

Les glycosidases sont nécessaires pour étudier les polysaccharides végétaux. La
structure rhamnogalacturomannane a été étudié a lYaide de l'endopolygalacturonase de
Colletotrichum  lindemuthiamum (English et al, 1972) et récemment par la
rhamnogalacturonase d’Aspergillus aculeatus (Schols et al., 1990). Ces enzymes ont permis de
précisér la structure des chaines latérales de RG I. Généralement les activités enzymatiques
| doivent &tre spécifiques. Debeire et al. (1990) ont isolés et caractérisés une endo-B8-(1,4)xylanase
de 39 Kd de Clostridium thermolactrium sur la 4-O-Me-glucuronoxylane de bois de Méleze. Ils
ont démontré que le site actif de 'enzyme nécessite un substrat minimal de cinq unités de xylose
(pentaxyloside) correspondant aux cinq unités de liaison du site actif comme Yindique le schéma

A suivant:

3a

A reducing B o—g—o—o-@ ab
d .
a B ¥ 8 « e o—o;g-o—o 3¢

L’action de cette enzyme est bloquée lorsque 'un des xylosyles, situé en vis & vis des sous
unités de l'enzyme o, P et v, est substitué par du 4-0-méthylglucuronate. C’est pourquoi des
oligosaccharides tels que 3 a-b-c (Schéma B) ne sont plus dégradés.

Par ailleurs, Nishitani et Nevins (1989) ont utilisé une enzyme de Bacillus subtilis,
nommé “Feraxanase”, sur des parois isolées de cloléoptile de mais. Ils ont obtenu des
oligosaccharides d’arabinoxylanes acides non féruloylés et des polysaccharides de xylanes avec
ou sans acide férulique. Le fait que ces derniers renferment du galactose (49,6 % moles), du
rhamnose (8,6 %) et de 'acide galacturonique (12 %), leur a permis de suggérer la liaison des
polysaccharides pectiques (homogalacturonannes et RG I) a4 des segments d’arabinoxylanes.
Enfin, Buchala (1973) a utilisé un mélange d’enzyme de cytophage sur des parois isolées de
feuilles d’orge. Ce qui lui a permis de préparer un polysaccharide qu’il nomme arabinogalacto(-

4-O-méthylglucurono)xylane.



66

2 - Méthodes d’affinité

Principalement, elles se résument aux anticorps et aux lectines. Ils sont utilisés en test
d’agglutination ou immobilisés sur support chromatographique. Ils permettent alors d’identifier
et de purifier les polysaccharides. L’anticorps de Yariv et la concanavalin A immobilisés sont
utilisés pour caractériser les arabino-3,6-galactanes qui ont une activité anti-complémentaire

(Fincher et al. 1983).
C.- Méthodes d’étude de liaisons particuliéres

Elles concernent les liaisons des polysaccharides ou des oligosaccharides avec d’autres
molécules comme les protéines et les composés phénoliques.

Pour les protéines, on utilise le dosage colorimétrique, YUV, leur dégradation par
hydrazinolyse, B-élimination, les protéases et l'analyse des acides aminés. Le meilleur
extractant est le systéme Phénol: Acide acétique: Eau , (2:1:1 ; p:v:v). Ensuite, on utilise les
méthodes qui les modifient, & savoir le systéme SDS/Mercaptoéthanol qui coupe les ponts
disulfures, celui au chlorite de sodium qui rompt les ponts isodityrosines (O’Neill et Selvendran,
1980). Leur précipitation & lacide trichloroacétique ou au sulfate d’ammonium constitue la
premiére étape de fractionnement et de purification.

Quant aux substances phénoliques, on procéde de la méme facon avec des particularités
dans les longueurs d’onde d’absorption maximale, dans l'obtention et le dosage des dérivés
isolés, et les enzymes utilisées, comme la Driselase. Elles sont extraites par les réactifs (chlorite
de sodium, soude, méthanolate de sodium) qui coupent les liaisons éther et ester (Fry 1988 et 1989b
; Selvendran et Ryden, 1990). Ils sont généralement purifiées par extraction a Pacétate d’éthyle.

L’utilisation du réactif 2,3-dichloroe-5,6-dicyanobenzo-1,4-quinone (DDQ) permet
d’identifier les oses sur lesquels se branchent les dérivés organiques (lignine) par liaison éther

(Watanabe et al., 1986 ; Iiyama et al., 1990).
D.- Conclusions

Il s’avére que la combinaison de plusieurs méthodes soit nécessaire pour bien élucider la
structure d’un polysaccharide. La figure (Fig. 24) résume les étapes pratiques d’étude structurale
de polysaccharides végétaux ou de tout polysaccharide. Rombouts et Thibault (1986b) montrent
Iefficacité de la combinaison des méthodes chimique et enzymatique sur la caractérisation

structurale de pectines de betterave sucriére.
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Obtention et Préparation du matériel végétal
Homogénéisation-Stabilisation

Extractions chimique et enzymatique

\

Fractionnement-Purification

~— T

Méthodes classiques:
Précipitation sélective

Méthodes particuliéres:
Immunotechnologie: Anticorps

Chromatographie nologie
Electrophorése Affinité: lectines
> Fractions homogénes, pures
Analyses

1)- Identification: Composition (Glucides, Protéines, Substances organiques)
p Nature des liaisons (Méthylation, SM, RMN)

2)- Caractérisation structurale:  Méthodes chimiques et enzymatiques
(Oxydations perlodique et chromique, ...; Endopolygalacturonase, Pectinases,
Rhamnogalacturonase, ....)

3)- Mises en évidence de liaisons particuliéres :
Protéines, dérivés phénoliques (UV, Chlorite de sodium, DDQ, Driselase,
Glycosidases, ... )

Figure 24 : Représentation succincte des relations entre les étapes et les

méthodologies de purification et de caractérisation des polysaccharides végétaux



CHAPITRE 1

Composition glucidique du milieu de culture :
Monosaccharides,
Oligosaccharides,

Polysaccharides

“Une idée, tant qu'elle reste une vue de Uesprit, est toujours en balance avec une idée

contraire ; seul le fait est probant et entraine la conviction.” (E. DUCLAUX, 1840-1904)



I-INTRODUCTION

Les travaux réalisés sur la suspension cellulaire de siléne ont permis de caractériser
dans le milieu de culture du glucose et du fructose provenant de la dégradation du saccharose
fourni comme source de carbone (Brassart et al., 1977), des polysaccharides extracellulaires
d’origine pariétale (Morvan, 1982) et des oligosaccharides parmi lesquels des N-glycannes
(Priem et al., 1991). Mais, ces données n’étaient que fragmentaires puisqu’elles ne prennent pas
en compte la totalité des glucides présents dans la suspension cellulaire.

Par conséquent, le premier objectif de notre travail a été d’établir un bilan exhaustif des
glucides natifs contenus dans le milieu de culture. Les méthodes utilisées pour fractionner,
identifier et quantifier ces molécules ont été choisies & priori, pour garantir le maintien de leur
intégrité structurale. Cette option a nécessité I'adaptation des protocoles d’isolement et des
systémes de quantification et d’identification déja établis : précipitation éthanolique, solubilité
différentielle en solution saline, dosages colorimétriques et chromatographiques.
L’identification structurale des polysaccharides est fondée sur les définitions généralement
admises (cf. Généralités).

En terme ultime, la connaissance de ces différentes catégories de glucides est destinée &
fournir les informations de base, indispensables & la compréhension des relations entre les
cellules cultivées sous forme de suspension cellulaire et leur milieu de culture. En effet, la
diversité de ces molécules comme leur parenté chimique doivent permettre d’établir des

hypothéses relatives a Pexistence de filiations métaboliques entre elles.
II - PRESENTATION DES METHODES
A.- Préparation des principales fractions

Le protocole wutilisé permet de séparer les différentes catégories glucidiques
(monosaccharides, oligosaccharides et polysaccharideé) a partir du milieu de culture de la
suspension cellulaire. La séparation est obtenue par des précipitations successives, en présence
de volumes variables d’éthanol absolu, entrecoupées par des centrifugations. Une extraction
saline par du chlorure de sodium 0,5 M, est utilisée efficacement sur le précipité P; (Fig.25). En
outre, 'acidification de certains surnageants par de I'acide chlorhydrique 1 M provoque une

précipitation supplémentaire qui constitue la derniére étape du dispositif.
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Filtration
(Whatman 41, suivi de GFD)
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v

(volume reduit & 600 ml)

Précipitation
(1 vol. EtOH abs., 4°C, 1 nuit)
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(5520 g, 5°C ; 45 mn)
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6 vol. EtOH abs., 4°C, 1 nuit
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P

Précipité

Extraction
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(600 ml NaCl 0,5 M )

Dialyse
~—— (Eau d., 4-5 fois 15 litres, 4°C,
2 jours)

Figure 25 : Protocole d’isolement des glucides extracellulaires du milieu de

culture de la suspension cellulaire de silene.
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Pour désigner les différentes fractions, un sigle composé de lettres et de chiffres est
utilisé : les surnageants et les précipités sont désignés respectivement par les lettres S et P, les
indices associés représentent la proportion d’éthanol (v:v) utilisée pour obtenir la fraction
considérée. Les fractions S, et P; correspondent respectivement au surnageant et au précipité
obtenus par le traitement de 1100 ml (7 fioles de 200 ml de milieu neuf) de milieu de culture non
dialysé, par un volume égal d’éthanol. Par la suite, le volume de S, est réduit & 40 ml puis traité
par sixv volumes d’éthanol. Cette étape sépare la fraction soluble S;S¢ (60 ml) du précipité S;Pg. Ce
dernier est dissous dans ’eau désionisée (86 ml), puis traité & nouveau par trois volumes d’alcool,
fournissant le surnageant S;PgS3 (20 ml) et le précipité S;PgPg. Aprés chaque opération, 'éthanol
est éliminé & I'évaporateur rotatif ou par dialyse. ‘

Par ailleurs, le précipité P, est repris par 600 ml d’'une solution de NaCl 0,5 M. Une partie
de celui-ci est soluble (Pys) et I'autre reste insoluble (P;i). Ces derniéres, ainsi que la fraction
S;PgPg sont finalement dialysées contre de 'eau désionisée, congelées, lyophilisées puis pesées.
La nature chimique des fractions est établie par deux méthodes d'identification des glucides: au
phénol sulfurique (Dubois et al.,1956) et par révélation a V'orcinol sulfurique sur plaque de gel de

silice (c¢f. Annexe 2).

B.- Quantification des fractions polysaccharidiques

En raison de la composition hétérogéne des polysaccharides végétaux, des interférences
apparaissent lors de la détermination des teneurs en oses neutres et acides uroniques. Il en
résulte des difficultés dans lexpression des résultats des dosages colorimétriques par
comparaison avec ceux obtenus par CLG (Montreuil et al., 1986). Différents modes d’expression et
de présentation des résultats ont été éprouvés sur les fractions polymériques Pyi, Pys et S{PgPg,
dans le but de parvenir 4 une quantification convenable de leur composition, en I'absence de

témoins de composition équivalente.

1- Etablissement de la méthode de quantification

Ayant constaté des différences dans lintensité des réponses colorimétriques lors des
dosages des glucides, Montreuil et Spik (1963) et Thibault (1979) ont établi un tableau des
absorbances relatives (ar) des monosaccharides (cf. Annexe 2), par rapport au D-galactose.
L’emploi d’'un seul monosaccharide comme étalon pour les dosages colorimétriques des

hétéropolymeéres, aboutit & une surestimation ou sous-estimation des valeurs mesurées, selon la
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proportion des monosaccharides constitutifs, présentant des réponses plus ou moins intenses vis-
a-vis des réactifs utilisés. Pour éviter ces inconvénients, les auteurs proposent d’utiliser comme
étalon, un mélange témoin qui respecte les proportions des différents monoméres glucidiques,
déterminées préalablement par CLG ou CLHP.

Une telle démarche est évidemment convenable pour des polysaccharides de composition
stable et réguliére. Toutefois, elle est difficilement applicable aux polyméres végétaux dont
I'hétérogénéité structurale imposerait 'emploi d'un mélange témoin particulier pour chaque
échantillon. Pour les polymeéres (oligosaccharides et polysaccharides), les molécules d’eau
apportées par 'hydrolyse seront corrigées par le facteur de conversion en anhydrose de chaque
ose, k, qui est égale au rapport (M - 18)/M ; M étant la masse moléculaire de 'ose (Thibault, 1979).
Ainsi, k est égale 4 1 pour les monosaccharides libres et les polyols correspondants.

Par souci d’uniformisation et de simplification, il est possible de déterminer
directement par CLG, les quantités (q°) respectives de chaque monosaccharide contenu dans un
échantillon. Il suffit d’introduire un étalon interne (myoinositol) et de corriger les quantités (q)
par leurs coefficients de réponse respectifs (cr) et leurs facteurs (k) pour obtenir q’. La somme Qq,
des valeurs corrigées (q’) des oses neutres et des acides uroniques constitue la meilleure

estimation du contenu glucidique de I'échantillon :
Qy =X (@xerkxk)=X¢’

Il convient finalement de vérifier que les données acquises par cette méthode sont
comparables aux valeurs obtenues par dosages colorimétriques. Pour ce faire, les valeurs ¢’ sont
multipliées par les absorbances relatives (ar), pour simuler les résultats colorimétriques

influencés par ar:

Q,» =Z (qxerlxkxar/100) = X (¢’x ar/100)

2 - Mode d’identification des glucides

Le principe adopté repose sur les acquis de la définition structurale et de la
nomenclature des glucides selon lesquels ils sont caractérisés par deux extrémités dont I'une,
dite “terminale”, correspond & un ose terminal (Ot) non réducteur, et l'autre, nommaée

“réductrice”, est définie par la présence d'un ose réducteur (OR). Seul ce dernier permet
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d’orienter ces polyméres et d’identifier leurs classes d’appartenance. Les monosaccharides
situés entre ces deux bornes constituent les oses substitués (OS) qui additionnés aux oses
terminaux (Ot) forment les oses liés (OL). Enfin, le total (OR+0OL) correspond aux oses totaux
(OT). Ainsi, en fonction des valeurs respectives de ces paramétres (OR, Ot, OS et OT), le glucide
sera un monosaccharide, un oligosaccharide ou un polysaccharide. Pour un glucide donné, l'ose
réducteur est unique, tandis que les oses terminaux et substitués sont variables, comme le

montre la simulation structurale suivante :

[ OR=l

Monosaccharide --a—p Ot+0S=0
| | om
o] —(©9) — (@) — - on
Oligosaccharide a—:m 1<0t<0S
T OT<15
_ Polysaccharide -«—p Ot<0OS
T | OT>15

Ot

Par conséquent, la connaissance des oses réducteurs des polysaccharides contenus dans
les fractions permet d’établir une identification “primaire” des composés.

L’étude des fractions est réalisée selon le protocole (Fig.26) qui permet la détermination
des oses réducteurs (OR), des polyols liés (pL) et des oses liés (OL) par le biais des analyses des
préparations analytiques AAR, AAT, TMSIT et TMSDT, en appliquant les équations suivantes :

- pour les acétates d’alditol, AAR = pL+OR et AAT = OT = AAR+OL;

- pour les dérivés triméthylsilylés, TMSIT ou TMSDT = pL+OR+OL, ou pL et OR
sont sous forme de polyols triméthylsilylés et les oses liés (OL) sous forme de méthyl-glycosides
triméthylsilylés.

La détermination de la composition des polysaccharides consiste 4 combiner les valeurs
des oses neutres obtenues en AAT et celles des acides uroniques issues de TMSIT ou de TMSDT.

L’analyse de la préparation AAR fournit principalement la nature des oses réducteurs (OR) et
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éventuellement, des polyols liés (pL). Comme ces derniers n’ont pas été déterminés, la valeur
donnée par AAR est considérée égale & OR ; ce qui a permis détablir les degrés de
polymérisation (DP). Ainsi, on a défini deux types de DP, le DP brut (DPb) qui est égal au rapport
de AAT sur AAR, et le DP relatif (DPr) a4 un ose réducteur égal au rapport OT/OR par type ou
groupe de monosaccharides. Selon la composition structurale déduite de I'étude des autres
critéres (origine, définition, ...), la composition de OT s’y adapte. Par conséquent, plus les
valeurs de DPb et de DPr se rapprochent, plus le rapport DPr/DPb (DPb>DPr) tendant vers 1
montre P'uniformité de la structure du contenu glucidique de la fraction étudiée. Dans ce cas, le
DP (DPb=DPr) obtenu se rapproche du degré de polymérisation réel du polysaccharide qui est
alors considéré comme uniforme ou pur. Ce dernier critére est d’autant plus crédible que la
distribution chromatographique des poids moléculaires a I'allure d’'une courbe de Gauss. Le DP
réel est alors exprimé a partir des rapports molaires.

La connaissance de chaque ose réducteur, associée a celle des autres monosaccharides
présents et a certains critéres comme le degré de polymérisation (DP) constitue l'identification

“secondaire” du contenu glucidique de chaque fraction.

3 - Conditions expérimentales

Cette étude a été faite sur des solutions aqueuses & 1 mg/ml (p:v) de trois fractions
polysaccharidiques (Pqi, P;s et S{PgPg). Seul P;i, qui se présente sous forme d'une suspension
hétérogéne insoluble, a été ajusté a 0,5 mg/ml suite a Vajout de 3,5 ml de soude 0,5 M et de 10 mg
d’EDTA(Na)g(q.s.p. 20 ml, pH 9) afin d’avoir une meilleure solubilisation du produit et d’obtenir
une solution opaque, apparemment homogéne.

Les techniques de dosages colorimétriques utilisées sont celles au phénol sulfurique et au
m-hydroxydiphenyl, avec le D-galactose et l'acide D-galacturonique comme témoins (cf.
Annexe 2). Chaque échantillon est dilué convenablement pour que la densité optique de la
réaction colorée soit comprise entre 0,2 et 1,0. Les dosages sont effectués en triple sur 2 a 3
dilutions différentes. Finalement, les valeurs sont corrigées par la méthode de Montreuil et Spik
(1963). Les analyses chromatographiques (cf. Annexe 3) sont faites parallélement sur les dérivés
peracétylés (AA) et triméthylsilylés (TMS) des monosaccharides constitutifs des fractions, selon
un protocole (Fig.26) qui établit une relation directe entre les résultats provenant de chaque
dérivation. En effet, 'utilisation d’'un témoin interne unique pour toutes les sous-fractions
analytiques du méme échantillon, permet la combinaison des résultats. Dans ces conditions, les

quantités d’ acides uroniques et d’osamines, obtenues sous forme TMS, pourront &tre associés &
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Réduction 1*

Hydrolyse*

Réduction 2* Méthylosidation* Méthanolyse*

Acétylation* Triméthylsilylation*

Figure 26 : Protocole général d’analyse par CLG des fractions

polysaccharidiques
Analyse des acétates d’alditol: Analyse par triméthylsilylation:
AAT : Oses totaux TMSIT : Indirecte, polyols et méthylglycosides totaux
AAR : Oses réducteurs TMSDT : Directe, polyols et méthylglycosides totaux

Réduction 1= au NaBD4 principalement ; Réduction 2= au NaBD4 ou NaBH4

(*) Les conditions expérimentales sont détaillées en annexes 3
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celles des oses neutres, sous forme AA, pour former une composition glucidique unique.

Pour ces analyses, des échantillons réduits au NaBD, en présence de NaOH, sont
utilisés & raison de 500 pl de Pyi, de 400 pl de Pys et de S;PgPg auxquels sont ajoutés 40 pl de
myoinositol comme témoin interne. Aprés hydrolyse, un quart de chaque hydrolysat est analysé
par triméthylsilylation (TMSIT) ; le reste est destiné a la peracétylation précédée (AAT) ou non
(AAR) d’une seconde réduction. Les hydrolyses sont généralement réalisées avec de 'ATFA 4 N,
4h 4100 °C. L'hydrolyse compléte de P1i nécessite une pré-hydrolyse par TATFA 6 N, 1 h 4 100 °C
avant Iaction de TATFA 4 N, 3 h 4 100 °C. Enfin, la détermination des oses réducteurs (OR) est

réalisée sur 200 pl de Pyiet sur 100 pl des deux autres, en présence de 10 ug de myoinositol.
C.- Etude des oligosaccharides et des monosaccharides

Aprés concentration a I'évaporateur, les fractions S;Sg (60 ml) et S;P¢Sg (20 ml) sont trés
basiques (pH 8,5). Leur acidification a4 pH 4,0 par 'HC1 1 M (Fig. 27), provoque la précipitation de
composés blancs en donnant des surnageants (Sgy) et des précipités (Pp). On obtient ainsi quatre
fractions, S1Sg-Syy, S1PgS3-Sy, S15¢-Pyy et S;PgS3-Pyy. Avant leur conservation a -20°C, les
surnageants sont amenés a pH 6,0 et les précipités a pH 7,5 avec de la soude 0,5 M. Les fractions
S15¢-SH, S1PgS3-Spp sont étudiées selon le protocole (Fig. 28) qui permet la détermination
simultanée des polyols libres (pl) ou liés (pL), des monosaccharides (m), des oses réducteurs (OR)
et des oses liés (OL) par le biais des analyses des préparations analytiques AApl, AApT, AAm,
AAR, AAT, TMSIT, TMSDT, et TMSp, en appliquant les équations suivantes :

- pour les dérivés peracétylés: AApl= pl ; AApT = pT=pl+pL ; AAm= pl+m;
AAR=pl+pT+m+OR ; AAT= OT = AAR+OL;
- pour les dérivés triméthylsilylés : TMSp = pl,

TMST ou TMSDT = pT + m+OR+OL = pl+pL + m + OR + OL,
ou m, pT et OR sont sous forme de polyols triméthylsilylés et OL sous forme de méthyl-glycosides
triméthylsilylés. Cette méthodologie permet d’effectuer Videntification de la composition
monomérique et oligomérique des fractions, par référence a la classification et a la définition
actuelles des polysaccharides végétaux. Elle repose sur le méme procédé que celui utilisé pour les
polymeéres, a la seule différence que I'on doit tenir compte des polyols libres (pl) ou liés (pL) et des
monosaccharides (m). Ainsi, une fraction dont la composition molaire comporte 50% de glucose,
20 a 30% de xylose et dont le glucose est le seul ose réducteur, contient principalement de la

xyloglucane.
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Figure 27 : Protocole de purification par acidification des surnageants

extracellulaires totaux du milieu de culture de la suspension cellulaire de siléne.

- = - : Protocole d’apres la figure 26
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Figure 28:Protocole général d’analyse par CLG des surnageants.

&. Les préparations analytiques :

- Analyse des acétates d’alditol :

AApl : Polyols libres (pl) ; AApT: Polyols totaux (pT) = pl + Polyols liés (pL) ;

AAm : Monosaccharides (m) + pl ; AAR: Oses réducteurs (OR) + m + pT';

AAT : Oses totaux (OT) = Oses liés (OL) + OR + m + pT

- Analyse par triméthylsilylation :

TMSp : Dérivés TMS glycosides (pl, ...) ;

TMSIT : Triméthylsilylation indirecte (pT, Méthylglycosides) ;

TMSDT : Triméthylsilylation directe (pT, Méthylglycosides)

&. Réduction 1: Principalement au NaBD, ; Réduction 2: au NaBD,ou NaBH,

&. (%) : Les conditions expérimentales sont détaillées en Annexe 3
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Les polyols libres sont déterminés par acétylation directe, tandis que les polyols liés ont
été préalablement libérés par hydrolyse (Fig. 28). Quant aux monosaccharides (m), ils ont été
mesurés par peracétylation de Péchantillon préalablement réduit au NaBD, alors que les oses
réducteurs (OR) sont ensuite obtenus aprés l’hydrolyse préalable d’une aliquote du méme
échantillon réduit. Enfin, les oses totaux (OT) sont mesurés par dérivation totale en acétates
d’alditol de tous les constituants glucidiques, & Texception des acides uroniques qui sont

déterminés par triméthylsilylation.
III - RESULTATS ET DISCUSSIONS
Le protocole de fractionnement des composés extracellulaires a permis d’obtenir sept

fractions (Tab. V) dont deux (S;PgSs-Py et S;Sg-Pyy) ne sont pas de nature glucidique

puisqu’elles ne réagissent pas aux réactifs utilisés (Phénol et orcinol sulfuriques).

Tableau V : Caractéristiques des fractions isolées.

) a
Fractions Masse (mg) Gluc1des( )
Pli 214,0 +
Ps 335,0 +
S,PeP3 390,0 *
S,55-Py ND .
La masse est obtenue par pesée pour les trois pre-
mieres fractions
8,P¢S3-Sy ND + ,
ND: Non déterminée, ; (a): Dosages colorimétriques
au Phénol-sulfurique et au m-HDP ;
S 1S 3'SH ND + + : Réaction positive ; - : Réaction négative

Les conditions d’obtention des cinq autres fractions permettent de déduire que trois
d’entre elles (P,i, P1s et S;PgPg) sont des polyméres et les deux autres (S;PgS3-Syy et S1Sg-Sgp) des

mélanges d'oligoméres et de monoméres.
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A.- Caractérisation des polysaccharides
1 - Quantification

L’estimation pondérale des polysaccharides hétérogénes constitue une difficulté a
laquelle sont confrontés les expérimentateurs. Pour tenter d’apporter une solution a ce probléme,
les téneurs pondérales obtenues par CLG (Qqs) sont comparées avec celles corrigées par les
absorbances relatives des monosaccharides par rapport au D-galactose (Qqn) et avec celles
obtenues par colorimétrie (Qc), en utilisant le D-galactose et I'acide D-galacturonique comme
témoins.

Dans toutes les fractions, les valeurs corrigées (Q. et Q) des oses neutres excédent les
données obtenues par CLG (Tab. VI). Par contre, le méme principe appliqué aux acides uroniques
réduit de moitié leur concentration, ce qui a comme conséquence d’aboutir & une sous estimation
de la teneur totale corrigée Qq» pour Péchantillon P,i. Par comparaison de ces valeurs corrigées
(Qqn) ou non (Qq’) avec celles obtenues par colorimétrie (Q,), il apparait que les premiéres (Qq»
,Tab.VI) et les derniéres (Q, , Tab.VII ) sont celles qui s’écartent le plus d'une masse de référence
de 1 mg déterminée par pesée (Tab.III). C’est ainsi que pour la fraction Pys, les valeurs de Qq»
(1272,1 pg/mg ; Tab.VI) et Q. (1240,0 pg/mg ; Tab.VII) sont trés voisines mais en excés par rapport
a la masse de référence. Il en est de méme pour la fraction S;PgP3(Q4» = 12014 pg/mg, et Q, =
12152 pg/mg), ce qui démontre que la méthode colorimétrique est responsable des erreurs par
excés, en raison de la différence de réactivité des monosaccharides et compte tenu du choix des
témoins.

Par ailleurs, I’échantillon Pi présente une estimation colorimétrique Q. légérement
supérieure 4 la valeur obtenue par CLG, alors que la valeur corrigée Qq» est sensiblement
inférieure (Qq’ =663,2 ug/mg ; Q. =694,5 ug/mg ; Qq» =504,3 ug/mg). Cette différence provient du
fait que les acides uroniques sont majoritaires, comme en témoignent les valeurs concordantes
AUc (423,2 pg/mg) et AUq (400 pg/mg) (Tab. VII). Dans ces conditions, la correction de AUq’ par
le coefficient ar aboutit a la baisse de AUq” (200 ug/mg) et de Qq”. Sans cette correction, la valeur
de Qq” figurant dans le tableau VI (504,3 ng/mg) deviendrait 704,3 pg/mg, proche de la valeur de
Qc mentionnée dans le tableau VII,

L’ensemble de ces considérations démontre que l'utilisation de la méthode de correction
(Montreuil et Spik, 1963) pour les dosages colorimétriques, ne s’applique avec un nombre réduit
de monosaccharides témoins, que lorsque le polysaccharide lui-méme est constitué d’'un ou deux

monosaccharides majoritaires. Comme le recommandent les auteurs, il convient d’utiliser un
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Tableau VI : Teneurs pondérales des monosaccharides mesurées par CLG et
corrigées par leurs absorbances relatives au phénol-sulfurique a

480 nm par rapport au galactose

Fractions P,i (ug/mg) P;s (ug/mg) S;PeP3 (Lg/mg)
Composition | aryg, q q" q q" q q’
Rha 133 13,0 17,3 5,0 6,6 9,1 12,1
Fuc 55 trace trace nd nd nd nd
Ara 111 123,7 137,3 24,3 27,0 127,1 141,1
Xyl 193 5,5 10,6 188,0 362,8 229,0 4420
Man 122 15,0 18,3 130,0 158,6 126,9 154,8
Gle 128 | 53,0 67,8 390,0 499,2 180,4 230,3
Gal 100 | 53,0 53,0 212,7 212,7 216,4 216,4
GalA 50 400,0 200,0 10,5 5,2 2,4 1,2
GlcA 50 nd nd nd nd 5,8 2,9
4-OMe-GlcA 50 nd nd nd nd nd nd
ON - 263,2 304,3 950,0 1266,9 888,9 1197,3
AU - 400,0 200,0 10,5 5,2 8,2 4,1
Q - 663,2 504,3 960,5 1272,1 897,1 1201,4

- arygq : Absorbances relatives au phénol-sulfurique & 480 nm (Annexe 2)

- q' : quantité obtenue par analyse des acétates d'alditol, corrigée par les coefficients de réponse (cr) par rap-
port au myo-inositol, q' =qxcr-! ( Annexe 3)

-q" =q xarygg/ 100 : Valeur de q' corrigée par ar pour simuler la quantité dosée colorimétriquement
- ON : Oses neutres ; AU : Acides uroniques ; Q = ON + AU

- nd : non décelé

- Chiffres en gras représentent les valeurs significatives
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Tableau VII : Compositions pondérales obtenues par dosages colorimétriques

et par CLG, des trois fractions P1i, Pys et S{PgPg

FRACTIONS Pji Ps S,PgPa
ON,, (ug/mg) 271,3 1221,0 1171,2
AU, (ng/mg) 423,2 19,0 44,0
Q. (ng/mg) 694,5 1240,0 1215,2
Oqu (ng/mg) 263,2 950,0 888,9
AUq- (ng/mg) 400,0 10,5 8,2
qu (ug/mg) 663,2 960,5 897,1
Protéines (ug/mg) 132,0 36,0 32,0
Q total (ug/mg) 795,2 996,5 929,1

- Les valeurs sont exprimées par rapport & 1 mg d'échantillon pesé pour la comparaison des
deux méthodes de dosage (Annexes 2 et 3). Les corrections respectives ont été appliquées.

- Q¢ = ON + AU, (valeurs obtenues par dosages colorimétriques)
- qu = Oqu + Aqu (valeurs obtenues par CLG)

- Les protéines sont mesurées par la méthode de Lowry (Annexe 2)

- Q total= qu + Protéines
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mélange de témoins représentatifs de la composition des échantillons lorsqu’elle est hétérogéne.
Par contre, le choix d’'une quantification par CLG selon le protocole décrit en Annexe 3,
permet de s’affranchir des difficultés précitées et de parvenir de fagon uniforme et reproductible a

une estimation quantitative de chaque catégorie de monosaccharide.

2 - Identification des fractions

Les oses réducteurs des polysaccharides contenus dans les trois fractions précipitées
(Fig. 29, Tab. VIII) sont au nombre de cing, du mannose, du xylose, du glucose, de 'arabinose et
du rhamnose. D'aprés la nomenclature structurale, ils représentent respectivement des
mannanes, des xylanes, des glucanes, des arabinanes et des chaines principales pectiques. Ne
prenant en compte que les monosaccharides, les DP bruts des fractions Pyi, Pys et S;P¢P3 sont
respectivement de 105,3 ; 79,4 et 46,7. L’identification “secondaire” des contenus

polysaccharidiques par rapport a chaque ose réducteur donne les résultats suivants:

a)- mannanes

La totalité du mannose réducteur des trois fractions est majoritaire par rapport a celle
des autres oses réducteurs. A priori, les mannanes seraient les polysaccharides prépondérants
parmi ces exopolysaccharides, puis viennent ensuite les xylanes, les glucanes et les polyméres
pectiques. Or, ce classement, qui exprime la diversité ou la variabilité structurale de chaque
famille de polysaccharides, ne peut étre que qualitatif. Car Fhomogénéité des poids moléculaires
obtenue par les précipitations éthanoliques n’est pas suffisante pour permettre un classement
quantitatif de ces polysaccharides.

Néanmoins, la concentration du mannose réducteur passe de 3,3 dans Pys a 8,9 dans
S,P¢P3; ainsi le pouvoir réducteur des mannanes augmente proportionnellement avec le volume
d’éthanol nécessaire a la précipitation. Et les DP relatifs (DPr) sont respectivement de 39,4
(=130/3,3) et de 14,2 (=126,9/8,9). Il semble donc que ces résultats soient en accord avec ceux
attendus. En effet, un polysaccharide de grande taille moléculaire est précipité par un faible
volume d’éthanol et posséde un DP élevé avec un faible pouvoir réducteur.

Inversement, plus le polymére est de faible masse moléculaire, plus le DP est petit, plus
le volume d’éthanol pour le précipiter sera élevé et plus son pouvoir réducteur est grand. Dans la
fraction insoluble Pyi, le DPr de 8,3 semble contredire ce mode d’interprétation. Or, un tel DP ne

peut étre que celui d’'un oligosaccharide sauf si ce dernier est lié ou complexé & d’autres molécules
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Figure 29 : Chromatogrammes d'analyse des acétates d'alditols des
oses réducteurs (OR) ou des éventuels polyols liés (PL) contenu

dans les précipités P,i, P;s et S;PcP5

- A:P,i;B:P;s; C: S,PP,. Préparations analytiques AAR (Fig.2)

- G;: Glycérol triacétyles ; 1a série X (X1, X2, ..., X6) désignent des composés non identifiés ou
connus (X4 et X6 représentent des pics déterminés dansla fraction S;S,-Sy , Fig. 29)

- Zone 1: Pentoses ou déoxyhexoses peracétyles ; Zone 2: Hexoses peracétyles

- Les chiffres désignent les oses correspondant a ces acétates d’alditols: 1, Rha ; 2, Rib;
3,Fuc;4, Ara; 5,Xyl ;6,Man ; 7, Glc; 8, Gal ; MI: myoinositol (temoin interne)



84

Tableau VIII: Composition en oses totaux (OT) et en oses réducteurs (OR) ou polyols
liésT des fractions glucidiques précipitées Pqi, Pys et S{PgPg

Fractions P1i (ug/mg) P1s (pg/mg) S1P6P3 (ug/mg)
Composition |OR+pLT| OT  [OR+pLT| oT |ORspLt| oOT
Gl 211 ND 6,6 ND 4.3 ND
X, 5,0 ND 5,1 ND 0,8 ND
X2 nd ND nd ND 34 ND
Xg 5,8 ND 3,9 ND 0,6 ND
Xy nd ND nd ND 1,5 ND
X 7,8 ND? nd ND 0,8 ND
Xg nd nd nd nd nd nd
Rha 1,0 13,0 nd 5,0 1,0 9,1
Rib nd nd nd nd nd nd
Fuc nd trace 0,9 trace nd nd
Ara 1,8 123,7 nd 24,3 0,7 1271
Xyl 0,8 5,5 2,9 188,0 5,6 229,0
Man 1,8 15,0 3,3 130,0 8,9 126,9
Glc 0,9 53,0 5,0 390,0 3,0 180,4
Gal nd 53,0 nd 212,7 nd 2164
GalA ND 400,0 ND 10,5 ND 2,4
GlcA ND nd ND nd ND 5,8
4-OMe-GlcA ND nd ND nd ND nd

- Données obtenues par les préparations analytiques:

AAR = Oses réducteurs (OR) plus Polyols liés neutres =(OR+pL) et AAT = Oses totaux

(OT) exprimés sous forme de teneurs pondérales des monosaccharides mesurées par CLG

-t.La présence des polyols liés est seulement supposée par le type d'analyse (AAR) car ils
n'ont pas été déterminés directement
- G1: Glycérol ou Glycéraldéhyde ; X1, Xy . . g: Composés inconnus ; la détermination
partielle est faite (voir Texte)
- nd: non décelé

- ND: non déterminé (la détermination n'a pas été faite)
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qui augmentent ainsi son poids moléculaire apparent. Finalement, la diversité structurale des
mannanes {(cf. Généralités, p. 23), I'influence de la taille moléculaire et la présence d’autres
monosaccharides (galactose et glucose) conduisent a considérer que les fractions étudiées
contiennent une ou plusieurs des catégories de polyméres suivantes ;: Mannane, Glucomannane

ou Galacto(gluco)mannane.

b)- Xylanes

Le xylose réducteur évolue de la méme fagon que l'ose réducteur précédent. Compte tenu
des autres oses (arabinose, glucose et acide glucuronique) présents dans la méme fraction et de la
structure des xylanes (cf. Généralités, p. 19), 'ensemble des fractions serait composé de Xylane,
d’ Arabinoxylane et de Glucuronoxylane. La coexistence du xylose avec du glucose réducteur , du

galactose et du fucose suppose la présence de xyloglucanes (Tab.VIII).

©)- Glucanes

D’une maniére générale, évolution de la concentration du glucose réducteur n’est pas
réguliére, elle passe de 5,0 dans Pys & 3,0 dans S;PgP3. Cette baisse, corrélative a celle du glucose
total, donne un DP respectif de 78 et 60. Dans ce cas, I influence de la précipitation éthanolique
sur le DP des glucides végétaux, est conforme aux principes évoqués précédemment. D’aprés le
contenu en glucose, la composition probable des fractions renferme des xyloglucanes, des
glucanes (cellulose, amidon ou callose).Compte tenu du DPr de 59 (= 53/0,9), les glucanes de la

fraction P,i représenteraient de la cellulose difficilement soluble.

d)- Polysaccharides pectiques

Outre l'existence d’acide galacturonique dans leur composition, les polysaccharides
pectiques peuvent étre caractérisés par la présence de rhamnose réducteur. Ils peuvent également
comporter des quantités variables de galactose et d’arabinose. Ainsi, les fractions P;i et S;P¢Pg
contiennent des polysaccharides pectiques et des arabinanes parce que du rhamnose et de
Parabinose réducteurs y sont détectés. L’absence de galactose réducteur inciterait & supposer qu’il
n’y a pas de galactanes ou d’arabinogalactanes. Néanmoins, les galactanes peuvent étre
conjuguées & du rhamnose, de I'arabinose ou des protéines (cf. Généralités, p. 26). Par ailleurs,

Iabsence de rhamnose et d’arabinose réducteurs dans la fraction P;s n’infirme pas la nature
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pectique des polysaccharides puisque I’acide galacturonique y est présent. Dans cette fraction, la
valeur du rapport GalA : Rha, égale & 2, indique la présence probable de rhamnogalacturonane 1.
Ce rapport est utilisé comme critére de distinction parmi les polysaccharides pectiques. Lorsque
sa valeur est élevée (30), la fraction contient principalement de ’'homogalacturonane (P4i). Par
contre, la fraction S;P¢P3, dont le rapport est plus faible (0,3), comprend probablement des zones

enrichies en rhamnose dans la chaine principale.

e)- Autres composés:

Ce sont les composés G et 1a série des X (Tab. VIII) dont les temps de rétention précédent
ceux des pentoses (Fig.29). Dans I'ensemble, leur teneur décroit progressivement de P;i a
SP¢P3. G1 est déterminé comme étant du tétritol triacétate qui correspond au glycérol ou au
glycéraldéhyde provenant des contenus lipidiques ou glucidiques des fractions. Compte tenu des
méthodes d’isolement (précipitation éthanolique, dialyse), il est peu probable que les oligoméres
ou les monomeéres soient restés dans les fractions ; 4 moins qu'ils ne fassent partie d’un
complexe macromoléculaire. Enfin, I'identification par CLG des composés de 1a série X n’a pas
été faite. Toutefois, 'hypothése de leur participation dans la structure de certains glucides,
comme dans Pyi, peut étre envisagée. De ce point de vue, ces molécules contribueraient a

expliquer que les DP des mannanes (8,3) et des xylanes (6,8) soient aussi faibles.

B.- Composition des surnageants

1- Caractérisation des molécules

a)- Inositols endogénes

Des tentatives pour quantifier les inositols endogénes a l'aide du québrachitol (2-0-
méthyl-inositol) comme étalon interne, se sont avérées infructueuses a cause de sa tendance a se
transformer en myoinositol hexa-acétate (Posternak, 1962). A défaut de témoin interne
convenable, un étalonnage externe a été réalisé avec du myoinositol commercial. Par la suite,
les valeurs des inositols endogénes, Il et IT (Tab. IX), ont servi de témoin interne.

Le pic, ayant le méme temps de rétention (tr) que le myoinositol (MI) hexa-acétate (Fig.
30), est identifié par couplage CLG-SM comme étant de I'inositol (I). Il peut représenter un

mélange d’isoméres non séparés sous forme peracétylée sur la colonne capillaire utilisée



87

(BP1,30m), d’autant que 'analyse des dérivés pertriméthylsilylés correspondants montre des
pics (I3, Iy et I3 ; Fig. 31) qui possédent des tr identiques & ceux de certains isomeéres, chiro-, epi-
ou cis-, scyllo-inositol (Niwa et al., 1984). Toutefois, ces pics correspondent aussi & du
myoinositol incomplétement triméthylsilylé (Fig. 31) puisqu’ils diminuent par excés de réactif
de dérivation, tandis que le pic du myoinositol augmente en conséquence. Ainsi, la majorité des
inositols endogénes est constituée de myoinositol. Ce myoinositol, détecté dans le milieu aprés 14
jours de culture, est effectivement d’origine endogéne puisque la solution nutritive n’en contient
pas initialement.

Les inositols, principalement liés, sont abondants dans le surnageant S;PgSg-Syg et
représentent 68,3 mg/l de milieu de culture brut (Tab. IX). La nature et Porigine des formes
conjuguées sont diverses : des inositol glycosides (galactinol) aux phosphatidyl-inositols en
passant par la série des myoinositols phosphatés.(Posternak, 1962 et Loewus,1990).Par contre,
une association avec 'auxine (Ueda et Bandurski, 1969) est peu probable a cause de la fragilité de
la liaison ester.

Par ailleurs, les précipités acide Py (Fig. 27) des surnageants semblent posséder le
caractére des acides phytiques, méme s'ils ne réagissent pas aux tests des glucides mais

répondent & la méthode de Lowry.

Tableau IX : Composition pondérale en inositols endogénes des surnageants

glucidiques
Inositols (mg/l) 5,5¢-Sy 51S¢-Py S PgS3-Sy 5,P¢Sg-Py | Milieu brut
libre (ID) 5,8 ND 2,9 ND 8,7
lié (IL) 12,1 ND 47,5 ND 59,6
I total (IT) 17,9 ND 50,4 ND 68,3

ND: Non déterminé

b)- Autres composés

Quant aux autres composés “polyols” décelés dans S1S6-SH (Fig. 30B et 32), ils sont de

deux catégories ; les uns sont des polyols de monosaccharides tandis que les autres correspondent



88

C U

Figure 30: Chromatogrammes d’élution des polyols endogénes
des surnageants 5,5,y et S;P¢S3-Syy

Analyse des dérivés peracétylés:

- A =81PgSg-Sp1 : Préparation analytique AApT (Sans Réductionl, Hydrolyse et
Acétylation)

- B =SPgS3-Syy : AApl (Sans Réductionl et Acétylation directe sans hydrolyse)
- C =58,54-Spg : AApl (Sans Réduction1 et Acétylation directe sans hydrolyse) ;
Q’= Pic endogéne de méme tr que le Québrachitol (Q)

- Les annotations conservent la méme signification
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Figure 31 : Chromatogrammes des préparations analytiques
TMS des surnageants éthanoliques

- A: S1Sg-Syy -TMSIT ; B: S; S-Sy -TMSDT + Exces de réactif BSTFA & 1% de
TMCS C: S1P6S3-SH- TMSIT

- Les 1égendes respectent les définitions précédentes comme X4 qui désigne
le méme composé trouvé par acétylation. La série Y sont des dérivés
nouvellement révélés par triméthylsilylation

- Les pics indiqués par la série I (I, Iy, I3) désignent des dérivés qui
correspondent aux isoméres d’inositol ow/et & du myoinositol mal dérivé

- I:e§ clziﬁ"res a apostrophe correspondent aux polyols des monosaccharides
désignés par les mémes chiffres : I’, Rhamnitol ; 3, Fucitol ; ...
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aux dérivés des précédents (glycérol, G1 ; déoxy-tétritols, G2 et G3 ; déoxy-pentitol, X4 ; et un
dérivé instable 4 ’hydrolyse, X6). Les premiers ont été simplement vérifiés par CLG-SM/IE en se
référant aux données de Jansson et al. (1976). Dans 'étude détaillée des derniers, la masse
moléculaire obtenue par CLG-SM/IC a été représentée par la lettre M.

Les composés G, Gg et G (Fig. 32) sont respectivement identifiés comme étant du triitol
triacétate (M=232), du 2-déoxytétritol triacétate (M=232) et du 1-déoxytétritol triacétate (M=232).En
mode IC (Fig. 33 et 34), un décalage des masses ioniques de +1 m/z est régulieérement observé sur
tous les dérivés peracétylés, comme l'indique Fexemple du fucitol hexaacétate deutérié (Fig. 34).
Gy se distingue de Gg par la faible intensité de la masse ionique 145 par rapport a 84 (Fig. 33)
démontrant que les fragments 103 et 145 ne proviennent respectivement que des ions
diacétyloxonium et triacétyloxonium (Schéma 1). En outre, dans Gg, ces ions sont en plus issus

de fragmentation et de réarrangement au niveau des liaisons carbone-carbone (Schéma 2).

43 CHyOAc
____________ (-42)
73 (HrOAc 145 CHOAC 159 — 4 117
s s rTEm
Qi,-0Ac 103
e lH ; M-102=130
M=218
M=232

G3 (1-déoxytéritol triacétate)

+
?‘Iz-OAC Ac-(l)-Ac
CH, H
l Diacétyloxonium
Y CHOA
___________ - /z=103
45< "
H,-OAC % > 145<84 —
_ +
M-102)= 130 Ac-O-Ac
M=232 !
Ac
G2 (2-déoxytétritol triacétate) Triacétyloxonium
m/z=145

Schéma 1
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Figure 32 : Chromatogrammes du surnageant S{Sg-Siy (D) deutérié
analysé selon les préparations analytiques AAm, AAR et AAT

En médaillon, le chromatogramme de AAT qui montre la coélution des
composés 3 et 4 (analyse du méme échantillon réalisée sur une colonne
CPSil5CB de 60m)
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Par ailleurs, la masse ionique 103 (=M-102) correspond a la perte dune molécule
d’anhydride acétique formée A partir par deux acétyles viscinaux dont la position et la fréquence
déterminent lintensité de cet ion (Biemann et al.,, 1963 ; Dejongh, 1965). D’ou la présence
marquée des masses 116 (=M-102) et 130 qui sont respectivement observées dans les spectres de Gy
et Gg, contrairement a Gg o1 130 est faible.

Quant aux composés X, et Xg (Fig. 32), leurs spectres de masse IE et IC (Fig. 34) figurent
avec ceux du fucitol hexaacétate deutérié qui sert de référence pour la reconstitution structurale et
pour montrer le décalage de masse ionique. En effet, la masse moléculaire de ce dernier est de
3717, soit M+18=395 mais non pas 396 qui correspond & (M+18)+1. Ainsi, X posséde une masse de
304 (=323-18-1=M) qui correspond & un 1-déoxypentitol tétraacétate non réduit au deutérium (Fig.
34) dont le mécanisme de fragmentation est détaillé dans le Schéma 2. De méme, Xg est identifié
comme étant le 1,4,5-O-triacétyl-3,6-anhydro-2-hexanone d’aprés les masses ioniques
principales 186/187, 85/86 et surtout par 101, en s’appuyant sur les données des travaux de
Biemann et al. (1963), de Dejongh (1965) et Chizhov et al. (1971) ; méme si certains mécanismes
de fragmentation restent inconnus. Par analogie, cette molécule pourrait correspond 4 un dérivé
de fructose, le 1,4,5-tri-O-acétyl-3,6-anhydrofructose (3,6-anhydrofructose triacétate).

De plus, son instabilité & Thydrolyse (Fig. 32) renforce cette identification car les
structures anhydro-hexoses ou -pentoses sont connues pour étre acido-labiles en formant des
dérivés furanne. Parmi ces derniers, les 2-(2-hydroxyacétyl)furanne ou 2-acétyl-3-
hydroxyfuranne, obtenus par traitement acide du D-glucose ou du D-fructose (Feather et Harris,
1973), possédent une analogie structurale avec Xg. Pourtant, la stabilité vis a vis la réduction de
la fonction carbonyle réductrice (cétone) viscinale d’un hydroxyle est surprenante. Toutefois,
deux hypothéses sont possibles, la stabilité en milieu basique de la structure de base qui serait le
3,6-anhydrofructose d’'une part ; et d’autre part, le blocage de la fonction carbonyle par acétylation

de I'hydroxyle voisin en donnant le 1-acétyl-3,6-anhydrofructose.

2 - Composition du surnageant S;S,-Syy

a)- Composés nouveaux

o)- Glycérol et glycéraldéhyde ou dihydroxyacétone

Le glycérol principalement lié (Gl= 35,1 ug/ml ; Tab. X) provient de métabolites
lipidiques tels que les glycérophospholipides et les galactolipides (Elbein, 1980) ou/et des
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Tableau X : Composition pondérale de la fraction S1Sg-Syg en polyols et monosacchari-

des, calculée a partir de l'analyse des dérivés peracétylés correspondants

Composition Préparations analytiques (ug/ml)

Cr AApl (DIAAm (m) AApT (pL) (MIAAR (OR) ({DIAAT (OL)
ND G1 15,4 13,5 50,5 (35,1) 50,2 66,3 16,1)
ND G2 2,3 2,0 10,8 8,5 12,0 16,8 4,8)
ND G3 3,6 3,5 17,5 (13,9 16,7 20,4 (3,7
ND X, 254 247 80,0 (46 613 186
ND X6 39,1 27,5 nd nd nd
0,76 Rha 5,5 16,2 10,7 17,1 11,6) 55,6 (27,8 57,7 @)
0,80 Rib 2,1 11,3 9,2) 8,1 (6,0) 28,0 (10,7) 37,8 9,8)
0,85 Fuc nd 74,1 (74,1) nd 245,6 (171,5) 247,0
0,83 Ara 3,0 15,3 (12,3) 12,4 9,4) 35,1 (10,4) 58,7 (23,6)
0,78 Xyl 4,1 9,3 (5,2 13,3 09,2 20,8 2,3 35,5 (14,7)
0,83 Man 8,6 49,5 (40,9) 30,1 21,5) 182,8 (111,8) 181,5
0,80 Glc 13,5 165,0 (151,5) 43,3 (29,8) 616,0 (421,2) 678,1 (62,1
0,81 Gal 6,1 59 trace (<6,1) 18,7 12,6 47,8 (29,1)
0,41 GalA nd nd nd nd nd
0,45 GlcA nd nd nd nd nd
0,45| 4-OMe-GlcA nd nd nd nd nd
1,00 Inositols 106,5 106,5 328,7 (222,2) 328,7 328,7 (222,2)

Total 235,2 524,3 (303,9) 617,9 421,8) 1671,5  (990,5) 1854,9  (389,6)

- (a): AApl, AAm, AApT, AAR et AAT correspondent aux préparations analytiques selon la figure 28:
AApl {Acétylation}, AAm (Red1+Acétylation}, AApT (Hydrolyse (H")+Acétylation}, AAR
{Red1+H'+Acétylation}, AAT {Red1+H*+Red2+Acétylation}. Les valeurs sont exprimées par

rapport au volume de I'échantillon
- {D}: Dérivés deutériés, les polyols ont été décelés sur I'échantillon non réduit

- Equations de calcul des composés dans les parentheses: Polyols libres, (p)= AApl ; Monosaccharides, (m)
= AAm-AApl ; Polyols liés, (pL)= AApT-AApl ; Oses réducteurs, (OR)= AAR-(AApT+m) ; Oses liés, (OL)=

AAT-AAR ; les chiffres en italique correspondent & leurs valeurs respectives

- nd: non décelé ; ND: Non déterminé, le Cr est considéré égal a 1
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intermédiaires métaboliques comme les 2- ou 3-phosphoglycérol. En effet, la présence de
digalactosyldiacylglycérol (DGDG) dans le milieu étudié a été établie par Priem (1990). De plus,
Alban et al. (1989) a démontré, sur des cellules d’Erable (Acer pseudoplatanus ), que la formation
des glycérolipides est une propriété générale de tous les plastes, y compris des chloroplastes.

Par ailleurs, 'absence de G réducteur (OR= 0) et sa présence sous forme liée (OL= 16,1 ;
Tab. X) s’explique par la formation d’acétal ou de cétal provoquée par lextraction par 'HCI
(Ferrier, 1988), a partir du glycéraldéhyde ou du dihydroxyacétone. En effet, les acétals et les
cétals sont les produits de condensation, en milieu acide, de deux groupes hydroxyles avec une
fonction carbonyle d’'une aldéhyde ou d’'une cétone. La forme intramoléculaire se fait sur deux
hydroxyles cis-viscinaux, tandis que la condensation intermoléculaire a lieu sur deux
hydroxyles portés par deux molécules distinctes.

Leur hydrolyse (AAR et AAT, Tab. X) libére les molécules carbonylées comme le
glycéraldéhyde ou le dihydroxyacétone. La réduction aprés I'hydrolyse (AAT) a permis de
déceler ces composés qui n’étaient réduits pas dans les fractions AAR (Tab. X). Ce type de liaison
se réalise avec des molécules hydroxylées comme les polyols et les glucides qui peuvent ainsi étre
chimiquement associés.

Un tel phénoméne explique partiellement la présence massive de fucose réducteur
(OR=171,5, Tab. X), ou tout autre composé lié (pL, OR et OL) qui présente les mémes
caractéristiques. Finallement, 'absence de ce type de trioses phosphates est surprenante si 'on
considére la présence des autres molécules phosphatées, comme le glycérol phosphate (voir ci-
dessous), le glucose phosphate et le fructose phosphate (voir ci-apres), auxquelles ils sont

métaboliquement reliés.

B)- Déoxypolyols et déoxy-aldoses ou -cétoses : Gg, Gget Xy

Ces composés non introduits dans le milien de culture, sont donc produits par la
suspension cellulaire. Le cas de Gy se retouve pour Gy, et Gg, dont les formes liées (OL respectifs,
4,8 et 3,7 pg/ml ; Tab.X) correspondent donc aux dérivés carbonylés (déoxy-aldoses ou-cétoses)
qui entrent dans la structure acétalique. La méme interprétation reste donc valable. Par
conséquent, 'ensemble des composés G liés (OL= 24,6 pg/ml), toujours inférieurs aux molécules
hydroxylées, est considéré comme des monoméres carbonylés libres avant Pextraction acide du
surnageant S;Sg-Syq.

Leurs équivalents polyols, majoritaires, sont principalement impliqués dans des
liaisons (G2= 8,5 et G3= 13,9 ; Tab. X). Quant & X, il est un déoxypentitol dont les 2/3 sont liés

(pL=54,6 ng/ml, Tab.X) a d’autres constituants du surnageant. Ainsi, I'ensemble de ces polyols
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liés n’est pas négligeable. Leur présence est rarement ou pas du tout citée ; il serait donc
important de les identifier afin de connaitre leur mode d’intéraction structurale et leur réle dans

le métabolisme cellulaire. Il est concevable que ces polyols soient phosphorylés.

v)- 3,6-anhydrofructose triacétate (Xg)

C’est un composé qui n’est décelé qu’a 'état libre (pl= 39,1 pg/ml), comme le montre le
tableau VI. L'origine probable de cette molécule est a rapprocher de la formation des
anhydrohexoses par déshydratation en milieu acide (Ferrier, 1988), & loccasion de
Tacidification des surnageants. Cependant, les 3,6-anhydrohexoses ne se forment en milieu
alealin qu’a partir d’'un hexopyranose activé par un groupe labile, comme le tosyl ou le sulfuryle
(sulfate) en O-6. De plus, Xg existe déja dans le surnageant S;Sg avant l'acidification. Par
conséquent, il est fort probable qu’il s’agisse d'un métabolite natif, a la différence d’'un composé
nouvellement formé par voie chimique comme les acétals décrits ci-dessus.

En conclusion, la présence marquée de ces composés (G1, G2, G3, X, et X;) serait, &
premiere vue, significative des dégradations chimiques qui sont en général de deux types: les
dégradations en milieu acide et en milieu alcalin. Cependant, d’aprés la connaissance actuelle
(Feather et Harris, 1973 et Ferrier, 1988) des réactions régissant ces processus, aucun de ceux-ci
ne semble donner naissance a ces dérivés. En effet, la formation des dérivés déoxypolyols
s’accompagne de celle d'une fonction carboxylique en donnant les acides sacchariniques
(Feather et Harris, 1973) lors de la dégradation alcaline, comme en milieu ammoniacal (Kort,
1970). De plus, X5 ne semble pas provenir de la dégradation alcaline du fructose comme
I'indiquent les résultats de Shaw et al. (1968) concernant le brunissement non enzymatique. Par
conséquent, d’autres mécanismes réactionnels encore ignorés, plus probablement enzymatiques

que chimiques, sont & origine de ces composés.

b)- Les polyols et les monosaccharides

Les polyols concernés sont ceux qui correspondent aux monosaccharides et qui ont été
précédemment analysés dans les préparations AApl et AApL (voir légendes du tableau X) qui
comprennent respectivement les formes libres (pl) et liées (pL). Ces derniéres sont en général
présentes en quantité double par rapport aux précédentes (Tab. X). A Yexception du fucitol, tous les
autres polyols sont décelés avec une prépondérance du glucitol (43,3 pg/ml) et du mannitol (30,1
pg/ml). Représentant plus du tiers des oses principaux (m= 303,9 pg/ml), les polyols totaux

correspondants (pT=124,3 pg/ml, Tab.X) sont loin d’étre négligeables pondéralement, ce qui pose
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la question de leur role structural et métabolique, compte tenu de la prépondérance des polyols
liés.

Quant aux monosaccharides, ce sont le glucose, le fucose et le mannose qui sont
majoritaires. Ce dernier a pour origine probable le fructose présent dans le milieu de culture.
Effectivement, la méthode d’analyse qui procéde & la réduction (Fig. 28) préalable de
Péchantillon (AAm, AAR et AAT), aboutit 4 la formation de mannitol et de glucitol a partir du
fructose. Cette réaction apporte alors une quantité équimolaire de glucitol, doublant ainsi la

valeur du glucose dosé (151,5 pg/ml).

¢c) - Monosaccharides conjugués et oligosaccharides

L’analyse de la composition glucidique de S;Sg-Sy repose sur lidentité des oses
réducteurs (OR) et des oses liés (OL) qui y sont associés.

Les monosaccharides conjugués correspondent aux monosaccharides substitués par
d’autres molécules que les glucides, par exemple les phosphates. Ils sont évalués a partir des oses
réducteurs en excés. Parmi ces derniers, le fucose (OR= 171,5 pug/ml, Tab. X) et le mannose (OR=
111,8 ug/ml) sont notamment concernés, compte tenu de ’absence de leurs formes liées (Tab. X).
Cette considération est corroborée par les analyses des dérivés triméthylsilylés (Tab. XI) qui ne
révelent pas de méthylfucoside ni de méthylmannoside. Il est important de remarquer que ce
dernier posséde le méme temps de rétention que le rhamnitol (Niwa et al.,, 1984), comme le
confirme Yanalyse CLG-MS de la fraction S;S4-Spy. Le fait que ces deux oses existent
exclusivement en position réductrice (OR=171,56 pg/ml), suggére qu’ils constituent des
intermédiaires métaboliques phosphatés. L'importance du fucose laisse peu de place 4 un artéfact
d’autant plus qu’il est observé avec une série réguliére de déoxypolyols (G2, G3 et X). En outre,
I'absence de mannose lié tend a faire admettre que le mannose réducteur (OR= 111,8 pg/ml)
provient du mannose 6-phosphate ou du fructose 6-phosphate, comme pour les monosaccharides.
Dans ce cas, une quantité équivalente est comprise dans la valeur du glucose réducteur (421,2
pg/ml). Enfin, le ribose semble se limiter aux métabolites de transfert (dérivés phosphatés pour
les oses réducteurs, et nucléotides de transfert pour les oses liés).

Quant a l'estimation de la nature des oligosaccharides contenus dans le surnageant
S15g-Syg, elle est réalisée en considérant les oses réducteurs corrélativement aux oses liés
(OL).Le rhamnose appartient 4 des fragments pectiques, notamment des motifs de la chaine
principale (-Rha-Rha, GalA-Rha, ou -Rha-GalA) et/ou des oligoméres des chaines latérales
(Ara-Rha, Gal-Rha, Ara-Gal-Rha, Gal-Gal-Rha, ...). La présence éventuelle d’acide D-

galacturoniques n’est pas A négliger, méme s’il n’est pas directement mesurable.



Tableau XI : Composition pondé-
rale des surnageants déterminée
par triméthylsylilation (Fig. 31)

- Les abréviations des monosaccharides
(Ara, Rha, ...) représentent leurs dérivés
Méthyl-glycosides respectifs qui dési-
gnent leurs formes liés (OL).

- Les polyols (Xylitol, Arabinitol, ...) in-
cluent a la fois les polyols endogénes li-
bres (pl) et liés (pL), les monosaccharides
(m) et les oses réducteurs (OR). Leurs
coefficients de réponse Cr(l) sont ceux

établis par Bradbury et al. (1981).

- La série Y représente des composés non

identifiés dans les chromatogrammes des
dérives triméthylsilylés. X, désigne le

méme composé révélé lors de 1'analyse

des acétates d'alditol.

- (*) : Extrapolation de la valeur calculée
en acétates d'alditol de 'arabinose lié
(OL=23,6) en tenant compte du rapport
(1/3) entre les aires des deux pics anome-
riques du Méthyl-arabinoside, soient en-
viron 15,7 et 7,9. Ces derniéres sont mul-
tipliées par le Cr du Méthyl-arabinoside

pour estimer leur influence respective

sur X, et Y , d'ott les valeurs de 11,3 et
5,7.

- nd: non décelé

- ND: Non déterminé. Les Cr non déter-

minés prennent la valeur 1.
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Compositon

Y,
X4+Ara

Y2+Ar a

Rha
Rib
Fuc
Xyl

Xylitol
Y3

Arabinitol

Ribitol

Y,

Y5

Rhamnitol (+ Man)

Man
Fucitol
Gal
Gle
GalA
GlcA
4-OMe-GlcA
Mannitol
Glucitol
Galactitol
GleNAc
Inositols

Total (ug/ml)

Fractions (ug/ml)
cr S¢Sy S,PeSsSy
ND 26,5 nd
ND 81,1+11,3* nd
ND 53,2457+ nd
0,72 (23,0)* 119,2
0,88 nd 16,6
0,88 nd nd
0,98 nd 24,2
0,89 12,3 165,0
0,79 403 56,8
ND 25,9 12,2
0,797 42,8 49,6
0,79 30,3 27,0
ND 39,3 18,5
ND 50,4 32,6
0,75(1) 59,2 nd
0,86 nd 4623
0,757 253,0 115,8
0,95 36,5 373,2
0,92 68,4 3314
0,41 nd 16,2
0,45 nd 47,3
0,45 nd nd
1,00 167,2 271,8
1,00% 527,1 1031,8
1,007 10,0 49,4
0,65 nd 97,9
1,00 328,7 2772,2
1869,2 6091,0
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En effet,le méthylrhamnoside triméthylsilylé (Tab. XI) qui correspond a la forme liée
(OL=2,1 ;. Tab.X) obtenue par acétylation n’est pas décelé en méme temps que lacide D-
galacturonique. Ce fait n’est pas étonnant puisque les aldobiouronides résistent trés bien aux
conditions d’hydrolyse employées. De plus, une étude précédente (Nazih, 1988) avait déja
mentionné une fraction dont le rapport GalA/Rha égal & 2,2 était considéré comme représentatif
d'un di- ou trisaccharide. Les oligoarabinosides de DPr 3,3 peuvent correspondre & des
trisaccharides (Ara-Ara-Ara) comme & d’autres chaines latérales pectiques (Ara-Rha, Ara-Ara-
Rha, Ara-Gal-Rha, ...) compte tenu du taux élevé du rhamnose réducteur. Il en est de méme des
oligogalactosides dont le DPr vaut également 3,3.

En ce qui concerne les oligoxylosides, la quantité de xylose réducteurs (OR=2,3) aboutit a
un DPr égal a 7,4. Cette valeur est relativement élevé pour des oligosaccharides présents dans le
surnageant 6 volumes d’éthanol absolu. Par conséquent, certains xyloses liés appartiennent a
d’autres oligosaccharides comme les arabinoxylosides ou les xyloglucosides. Ces derniers
définis par la présence simultanée de glucoses réducteurs et liés, peuvent étre en mélange avec
des oligoglucanes homogénes (maltose, cellobiose, ...) ou hétérogénes (glucomannane). De plus,
la forte teneur en glucose et mannose réducteurs (OR) par rapport a celle du glucose lié (OL) est &
relier & la présence du fructose 6-phosphate, comme cela a été précédemment discuté.

Enfin, 'analyse par triméthylsilylation (Tab.XI) de cette fraction confirme les
interprétations précédentes. La valeur du xylitol triméthylsilylé (40,3 pg/ml) qui correspond a la
somme du xylitol total et du xylose réducteur (AAR, Tab.X), est le double de celle-ci, a cause d’une
coélution d’un pic inconnu (5’+?, Fig. 31A et 31B). De plus, les composés de la série Y ne sont pas
identifiés malgré I'analyse par CLG-SM, car nous ne disposons pas de témoins adéquats. Par
ailleurs, I'estimation respective des composés X, et Yy qui sont coélués avec les anoméres du
méthylarabinoside est faite par extrapolation de la valeur de Parabinose lié, calculée par
acétylation (OL=23,6 pg/ml, Tab. X). Dans ’ensemble, les résultats des deux types d’analyse
sont similaires et montrent que ce surnageant contient principalement des polyols, des

monosaccharides, des oligosaccharides (DP 2 et 3) et des intermédiaires métaboliques.

8 - Composition du surnageant S;PgS;-Sy

A cause de la forte teneur en inositols endogénes qui empéche I'analyse par acétylation,
seule la triméthylsilylation a pu étre réalisée gréce a I'étalonnage externe de ces inositols. La
similitude des résultats d’analyse de S;Sg-Spg par les deux méthodes analytiques (acétylation et
triméthylsilylation) valide I'étude de la composition de S;PgS3-Syy établie uniquement par

triméthylsilylation.
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Celle-ci fournit, d'une part, 'ensemble des polyols totaux, des monosaccharides et des
oses réducteurs, sous forme de polyols ; et de lautre, les oses liés sous forme de méthylglycosides.
Ainsi, on retrouve pratiquement la méme composition que S;Sg-Spy avec Faugmentation du degré
de polymérisation. En effet, la valeur du DPr varie de 3,4 {= (119,2+49,6)/49,6} pour les
oligoarabinanes a 8,5 (Tab. XI) pour les oligogalactanes. Le fucitol (115,8 ng/ml) représente le
fucose réducteur alors que le méthylfucoside (Fuc= 24,2) provient de fragments de RGIIL. Des
particularités sont observées, telle la mise en évidence de glucosamine N-acétylée, du fucose, du
mannose et du xylose qui signale la présence des N-glycannes (Priem et al., 1990). Le rapport
molaire entre le fucose et le GlcNAc (1: 2,7) est conforme aux glycannes antérieurement
identifiés, le (Xyl)Mang-GlcNAc(Fuc)GlcNAc, le MangGlcNAc (Priem et al, 1990) et le
GleNAc(Xyl)Mang-GlcNAc(Fuc)GlcNAc (Lhernould et al., 1992).

En plus des oligoxyloglucanes de DPr 7 (Priem,1990), excédent de xylose peut étre
attribué a des oligoxylosides, compte tenu de la présence de xylose réducteur et d’acide
glucuronique, Ces derniers auraient des degrés de polymérisation compris entre 3 et 4 (GlcA-
Xyl-Xyl, GlcA-Xyl-Xyl-Xyl, Xyl-(GlcA)-Xyl-Xyl). En outre, 'existence d’ oligoarabinoxylosides
n’est pas exclue. Par ailleurs, I'équimolarité du rhamnose et de Pacide galacturonique est
Pempreinte du motif rhamnogalacturonique. Par ailleurs, les oligogalactosides et les
arabinosides ont respectivement un DPr de 8,6 et 3,4.

En conclusion, grice au protocole analytique utilisé, une meilleure estimation du
contenu des surnageants a été obtenue. Celui-ci est principalement constitué d’intermédiaires
métaboliques des glucides, d'oligosaccharides pectiques (motifs RGI et RGII et chaines
latérales), d’oligo(arabino)xylosides, d’oligo(xylo)glucosides et d’oligo(galacte)gluco-

mannosides.

IV- CONCLUSIONS

- Grace au protocole analytique utilisé, U'association de méthodes de fractionnement, de
quantification et de caractérisation structurale, s’est avérée efficace dans lidentification
primaire de la composition glucidique du milieu de culture.

- L’identification des polysaccharides contenus dans un échantillon est affinée au cours
de purifications successives, en permettant d’isoler une seule catégorie de polysaccharide,
caractérisé par un ose réducteur unique. De plus, I'obtention d'une courbe de Gauss lors de
Pétalonnage des masses moléculaires par chromatographie, fournira une meilleure estimation
du degré de polymérisation du polysaccharide étudié. Les données de I'analyse par méthylation

compléteront ces résultats.
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- L’étude de la composition des fractions montre les avantages du protocole mis au point
qui permet le ciblage de constituants intéressants et lorientation des méthodes d’étude en
fonction de la nature des composés étudiés.

- Composition de Pqi : Il s'agit d'un complexe de polysaccharides pectiques (chaine
principale RGI, arabinanes ou arabinogalactanes), de glucanes (cellulose) et de
galactomannanes qui rabpelle a la fois les modeles pariétaux proposés par Keegstra et al. (1973),
et les interconnections structurales de Fry (1986). L’'insolubilité de cette fraction corrobore le fait
qu’elle correspond probablement & des fragments arrachés a la paroi.

- Composition de Pys : Cette fraction apparait comme un mélange de glucanes
(xyloglucanes et cellulose), d’hémicelluloses (xylanes, mannanes, galacto{gluco)mannanes,
glucomannanes) et de RGI fortement ramifié par des (arabino)galactanes.

- Composition de S;PgPg3: Les polyméres qui s’y trouvent correspondent au mélange des
contenus des fractions précédentes mais ils sont de plus faible taille.

- Contrairement aux précipités, les surnageants renferment du galactose réducteur, ce
qui indique P'existence probable de galactosidases. Dans ce cas, celles-ci ne pourraient étre que
des endogalactosidases qui n’agissent pas sur les galactanes ramifiés ou sur les
hétérogalactanes comme les arabinogalactanes. Ainsi, la présence de ces derniéres dans les
précipités provenant su premier surnageant, se trouverait validée.

- Par ailleurs, I'existence de polyols en quantité conséquente, dominée par les formes
liées (phosphatées), démontre que les cellules de Siléne les produisent et suggére qu’'elles peuvent
les utiliser comme source ou réserve de carbone, dans des conditions extrémes, afin de suppléer
au manque de saccharose. Toutefois, Dubois (1980) démontre que la suspension cellulaire de
siléne n’utilise pas le mannitol comme source de carbone. Il peut aussi s’agir d'une forme de
stockage de substances issues probablement du contenu des vacuoles qui occupent prés de 90 % du
volume cellulaire (Boller et Wiemken, 1986 et Morvan, 1986). La composition et le role régulateur
de la vacuole orientent vers cette hypothése (Boller et Wiemken, 1986). En se référant aux travaux
cités par ces auteurs, il est concevable que des polyols phosphatés ou non puissent servir a la
régulation du cytoplasme par les vacuoles. Il en serait de méme pour les myo-inositols
endogénes.

- La composition globale est conforme au métabolisme cellulaire en considérant les
intermédiaires métaboliques (monosaccharides phosphatés). Cependant, Pabsence du glycérol-
3-phosphate ou du dihydroxyacétone-phosphate et la présence des composés suivants: les
fragments et les polysaccharides pariétaux, le digalactosyl(diacyl)glycérol, les N-glycannes et
des oligosaccharides relatifs 4 la dégradation des glucides pariétaux, seraient la manifestation

d’un métabolisme intense marqué par le stade catabolique.
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L’hypothése de la lyse cellulaire devrait aboutir a la détection du glycéraldéhyde
phosphate ou/et dihydroxyacétone phosphate dans la mesure ou ils se trouvent dans le cytoplasme
et dans les organites tels que les mitochondries, les vacuoles et les plastes. L'explication de cette
absence serait la mobilisation intensive de ces molécules pendant I'étape de la respiration
cellulaire en accaparant la totalité disponible, lorsque les cellules sont dans un environnement
défavorable. Cette explication est probable puisqu’au stade de 14 jours de culture, le milieu est
pratiquement épuisé en saccharose (Morvan, 1986). Les cellules sont pratiquement considérées
comme en état de privation en saccharose,

L’étude de la composition glucidique des fractions brutes incite 4 poser la question sur la
nature des enzymes impliquées. Ainsi, absence de galactose réducteur semble indiquer celle
des endogalactosidases, tandis que les activités  rhamnogalacturonosidases,
endopolygalacturonosidases, endoarabinosidases, endomannosidases, endo-B-xylanases et
endo-B-glucanases sont respectivement signalées par les oses réducteurs suivants: GalA, Ara,
Man, Xyl et Glc. La présence du rhamnose réducteur est surprenante puisqu'il correspondrait a
une coupure de la liaison (—2-Rha — 4-GalA —). Par conséquent, on peut évaluer la nature et
Tévolution des activités enzymatiques par le biais des glucides extracellulaires, afin d’identifier
les enzymes. A I'inverse, la connaissance de I'activité enzymatique contribue a I'identification
des glucides. Dans ces conditions, il resterait 4 démontrer la présence de réactions
enzymatiques susceptibles de justifier 'origine des glucides extracellulaires, selon une approche
similaire a celle empruntée par Cartier (1986). Sans oublier la possibilité d’une activité
enzymatique fugace, il serait nécessaire d’effectuer parallélement une cinétique de la production

des oses réducteurs puisqu'une enzyme pourrait bien agir en début de culture mais pas & la fin.



CHAPITRE 11

Les polysaccharides

extracellulaires solubles

"Etudier sans réfléchir est vain ; méditer sans étudier est périlleux”

(Koung Fou-tseu, 551-479 av. J.C.)
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I- INTRODUCTION

Aprés une premiére étude de la composition des glucides du milieu de culture, il est
possible de dresser un bilan des polysaccharides mis en évidence: composés pectiques portant des
arabinogalactanes (homogalacturonanes, rhamnogalacturonanes I et II), glucanes (cellulose et
xyloglucanes), mannanes (galacto/gluco/mannanes), xylanes. Cette liste présente d’elle-méme
ses limites, & savoir qu'une identification des polysaccharides uniquement basée sur leur
composition et sur la nature des oses réducteurs est insuffisante, & partir du moment ou la
fraction analysée contient des polyméres hétérogénes et différents. C’est la raison pour laquelle
la séparation des polysaccharides a été accentuée par Iladjonction de méthodes
chromatographiques en vue d’obtenir des fractions suffisamment isolées, dont ’homogénéité des
contenus est certifiée par la distribution des pics d’élution. L’identification précise des fractions
peut alors étre entreprise par une caractérisation des liaisons par méthylation ou encore par des
méthodes non destructives comme la RMN.

Pour parvenir a cet objectif de tri moléculaire des polysaccharides du milieu de culture,
il était indispensable de modifier dés le départ la stratégie préparative en introduisant des
filtrations et dialyses pour se débarrasser des insolubles d’une part, des ions, des

monosaccharides et de certains oligosaccharides, d’autre part.

II - PRESENTATION DES METHODES

A.- Extraction et Purification

1 - Précipitation éthanolique

Le protocole utilisé (Fig. 35) ne prend en compte que les polysaccharides extracellulaires
solubles dans le milieu de culture.

Pour cette étude, 2,5 litres de milieu de culture ont subi une série de fractionnements.
Apreés filtration et concentration, ils sont dialysés contre de l'eau désionisée, et de nouveau
concentrés pour étre ensuite précipités par 1 vol. d'éthanol absolu pendant une nuit & 4°C. Une fois
séparés par centrifugation, le surnageant (S;”) et le précipité (P;) sont ensuite traités
séparément. S;” est débarrassé de I'éthanol & D'évaporateur rotatif avant de subir la
chromatographie d'échange d'anions. Quant a Py, il est repris par du NaCl 0,5 M, filtré puis
dialysé contre de l'eau désionisée, donnant la fraction P”; qui sera traitée par la

chromatographie d'échande d'anions.
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Filtration
(Whatman 41, suivi de GFD)

Masse
cellulaire <+

Filtrat 1
(volume réduit de moitié &
I'évaporateur rotatif)

Dialyse

( Eau désionisée)

Dialysat

$

Rétentat 1

Filtration

Précipitation éthanolique

absolu, ViV, 4°C, 1 nuit \Filtrat 2

Centrifugation
(5520 g, 5-10°C, 45 mn)

Surnageant S'l' /

> Précipité P'1

1)-Solubilisation par NaCl 0,5 M
2)-Filtration

3)-Dialyse du Filtrat
4)-Dissolution du Rétentat 2
dans de l'eau désionisée

Elimination de l'éthanol

l

A)- Chromatographie d’échange d’ions DEAE Séphadex A50/Cl":
Elution discontinue suivie & YUV206 nm, au Phénol et au mHDP
Eluants: Eau désionisée, NaCl (0,1M ; 0,3M ; 0,5M ; 1M) et 0,5M NaOH

B)- Chromatographie d’exclusion de masse :

Gels: Séphacryl S200, ...; Biogel P2, P6 ; Séphadex G-10;...
Eluants: Eau et divers tampons

Figure 35 : Protocole de fractionnement et de purification des exopolysaccharides
solubles du milieu de culture de la suspension cellulaire de siléne



107

2 - Méthodes chromatographiques

S1, débarrassé de I'alcool et concentré a4 196 ml, est fractionné sur une colonne (20 x 2,7
cm) d'échangeuse d'anions (Séphadex DEAE A-50, forme Cl™ ; Pharmacia) équilibrée dans 1'eau
désionisée. Le précipité P1” est concentré a 375 ml avant d’étre chromatographié sur une colonne
(30 x 3 cm) de Séphadex A-50, sous forme CI™ (Fig. 35).

L'élution par un gradient discontinu de solutions de NaCl (0,1 M ;0,3 M ;0,5M et 1 M) est
précédée du ringage a I'eau pour se terminer par une élution avec une solution de NaOH 0,5 M. Le
volume respectif des éluants correspond au plus 4 2 fois le volume du gel. Ensuite, des fractions
sont analysées par chromatographie d’exclusion (CESM) sur divers gels: Sephacryl S-500 et S-
200, Sephadex G-10 (Pharmacia) ; Biogel P-6 et P-2 (Bio-Rad) ; et Fractogel TSK HW-40S
(Merck). L’élution chromatographique est généralement suivie & la lumiére ultra-violet 206 nm,

et le profil d'élution est réalisé par dosages des oses totaux et des acides uroniques. Par ailleurs,

on a utilisé des résines échangeuses d'ions telles que la Dowex 50x8 (H*), 20-50 mesh et la Dowex

1x2 (HCOz2), 200-400 mesh (Fluka). L'éluant, de nature diverse selon le type de matrice,
comprend de l'eau désionisée, des solutions salines (acétate de sodium, formiate d'ammonium),
et de I'acide acétique 4 0,1 % et 0,5 %.

La chromatographie sur couche mince est faite dans un solvant de migration composé de
n-butanol: acide acétique: eau (2:1:1) pendant 6 h 4 8 h, le temps nécessaire pour que le front de
migration du solvant soit & 1 ¢cm environ du bord supérieur de la plaque de silice 60 (Merck). Ces
derniers supports chromatographiques servent aussi 4 repérer la présence des fractions
glucidiques au sortir d’'une élution chromatographique sur colonne. Pour cela, ils doivent &tre
traités par une pulvérisation de solution d’orcinol a 0,1 % (p:v) dans de I'acide sulfurique 20 %

(v:v) et chauffés dans un four a 120°C pendant 5 & 10 mn, pour révéler les glucides.

B.-Analyses

1 - Quantification

Les diverses fractions obtenues sont analysées qualitativement et quantitativement par
pesée, par dosages colorimétriques (Annexe 1), et par CLG, Les dosages des sucres sont effectués

avec les méthodes citées en annexe 2. Une meilleure détermination des oses est faite en
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effectuant une comparaison avec les valeurs obtenues en CLG (cf., Chapitre 1). Les protéines sont

déterminées par la méthode de Lowry et al., (1951).
2 - Caractérisation par méthylation

Elle est réalisée selon les méthodes de Paz Parente et al. (1985) et de Blakeney et Stone
(1985) pour l'utilisation de la base de méthylation (butyl lithium) et de Jansson et al. (1976) pour
les conditions d'hydrolyse et la détermination des Alditols Acétates Partiellement Méthylés
(AAPM). Le protocole est détaillé dans 'annexe 3. L'identification des divers AAPM a été faite a
partir des polysaccharides témoins purs tels que les (galacto/gluco)mannanes (Siléne), la
glucuronoxylane (Bouleau) et de 1'arabino-3,6-galactane (Pin) en effectuant des recoupements
entre les données de ces différents échantillons. Les valeurs ont été corrigées en utiiisant les
facteurs de réponse molaire établis par Sweet et al. (1975).

La comparaison des procédés de méthylation des polysaccharides par le hydrure de
sodium (Hakomori, 1964), par le ter-butoxyde de potassium (Finne-Krusius et Rauvala, 1980) ou
par la soude (Ciucanu et Kerek, 1984), a conduit a sélectionner finalement celui de Paz Parente et
al. (1985) qui utilise le butyl lithium pour générer la base, le lithium méthylsulfinyl carbanion.
Cette méthode fournit des résultats relativement reproductibles et quantitatifs.

Le but de la méthylation des polyméres glucidiques (oligosaccharides et
polysaccharides) est de déterminer les points de liaison ou de substitution des monosaccharides
qui entrent dans leur composition. Son principe consiste a méthyler tous les groupements
hydroxyles libres du polymére avant de procéder a la coupure des liaisons glycosidiques par
hydrolyse ou méthanolyse. Lorsque ces liaisons sont rompues par hydrolyse, la fonction
réductrice hémiacétalique des monosaccharides libérés est réduite avant d’effectuer 'acétylation
des fonctions hydroxyles générées a la fois par la rupture des liaisons et par la réduction. On
obtient ainsi des dérivés uniques, les acétates d’alditols partiellement méthylés (AAPM). Ce
procédé a été choisi car il permet une analyse simple et pratique des échantillons qui présentent
une grande diversité de monosaccharides (cinqg en moyenne) et de liaisons. Réalisée
convenablement, cette méthode qualitative donne des résultats semi-quantitatifs (Lindberg et
Lonngren, 1978 ; Harris et al., 1984 et Selvendran et Ryden, 1990). C’est 1a raison de son choix par

rapport & celle qui utilise des dérivés méthylglycosides partiellement acétylés et méthylés,

obtenus aprés méthanolyse.
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8-RMN du 13C

Les analyses sont effectuées selon le protocole décrit en annexe 4. Le choix des
échantillons analysés repose sur leurs compositions typiques et intermédiaires. Les différentes

concentrations analytiques des fractions sont les suivantes:

- Snr-A: 69 mg/ml de D,O
- Snr-B: 10,5 mg/0,5ml

- S01-B: 15 mg/0,6ml

- Pnr: 108 mg/ml

- P01-B: 26 mg/0,6ml

- P03-B: 21 mg/0,6m]l

III - RESULTATS ET DISCUSSIONS

L’intérét de bien séparer et purifier les exopolysaccharides avant de les analyser est de
permettre plus aisément leur caractérisation ultérieure. L'estimation quantitative des
différentes catégories de composés permet d'évaluer la composition globale des polyméres du
milieu de culture. D'aprés la répartition des oses dans l'ensemble S;" et P;", les
exopolysaccharides solubles isolés apparaissent principalement neutres. La comparaison de ces
derniers entre eux (Tableau XII) montre que le premier est 2 fois moins riche en oses neutres et en
acides uroniques mais contient autant de protéines (3 et 3,6 %).

L'ensemble des contenus glucidiques et protéiques de ces deux fractions principales
représente 798,1 mg par litre de milieu de culture, soit une moyenne de 130,8 mg/fiole pour une
culture de 14 jours. Comparativement aux résultats de Morvan (1986) exprimés en masse de
précipité éthanolique 6 volumes qui donnaient 293 mg / fiole, ces valeurs sont trés inférieures. La
différence provient probablement du fait que les grandeurs ne sont pas tout a fait du méme ordre.
En effet, la pesée du précipité 6 vol.d'éthanol ne mesure pas uniquement les glucides et les
protéines solubles ; elle tient aussi compte des lipides, de certains débris cellulaires et des sels
entrainés par la précipitation éthanolique.

Par contre, la valeur de 130,8 mg refléte uniquement les glucides et les protéines
solubles. Cette valeur se rapproche de celle des polyméres totaux, obtenue au chapitre I, qui est de

134,14 mg / fiole.
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Tableau XII : Répartition pondérale des glucides et des protéines
des fractions principales S"; et P"1

TION Surnageant S"; Précipité P"g
mg % total mg % total
Oses neutres 710,4 36,2 958,1 48,8
Acides uroniques
59,3 3 103,3 53
Glucides totaux 769,7 39,2 1061,4 54,1
Protéines 60,9 3,1 71,1 3,6
TOTAL 830,6 42,3 1164,7 57,7

Les protéines par la méthode de Lowry (Annexe 2) et les glucides sont quantifiés
par CLG (Annexe 3)
Le contenu glucidique de celle-ci est estimé a 123,8 mg / fiole en tenant compte des
pourcentages des glucides mesurés par CLG (Tab. V, VI et VII ; cf. Chapitre I) et représente 92,3 %

de la masse totale pesée, ce qui correspond au taux de glucides de I'ensemble S"; et P"1 (93,3 %).
A.- Fractionnement

1- Analyse des profils d’élution

Pour les deux fractions principales S;" et P;", les profils d'élution caractéristiques sont
regroupés sur les figures 36 et 37. Résultant des estimations colorimétriques des contenus en oses
neutres et acides uroniques, les courbes de distribution présentent généralement une allure
gaussienne ; c'est le cas des fractions non retenues et de certaines fractions éluées (S01-A, P05-A
et B). Elles peuvent également révéler des épaulements, indiquant & priori qu'il s'agit de
fractions insuffisamment résolues. Dans le cas des fractions non retenues, la courbe de réponse
colorimétrique au m-HDP n'est pas significative de la présence des acides uroniques car la
coloration obtenue, brune, ne correspond pas a celle qui est caractéristique de ce type de composés.
Pour les autres élutions, la coloration rose obtenue indique bien que la courbe m-HDP caractérise
la présence des uronides. L'utilisation de la détection en UV 206 nm (Fig. 37) permet d'observer
les nuances des contenus des fractions par rapport aux glucides représentés par le tracé

"Phénol”.
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Figure 36 : Profils d'élution discontinue du surnageant S; par des concentrations

croissantes de NaCl sur colonne de Séphadex DEAE/A50:

Eau UHQ (I), 0,1M (ID), 0,3M (IID

Vo:Volume d'exclusion des fractions non retenues ;D: Changement de 1'éluant
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Figure 37 : Profils d'élution discontinue du précipité P"; par des concentrations
croissantes de NaCl sur colonne de Séphadex DEAE/A50:
Eau UHQ (1), 0,1M (ID, 0,3M (III), 0,5M (IV)

Vo:Volume d'exclusion des fractions non retenues ;D: Changement de I'éluant



113

Il en va de méme pour le tracé "m-HDP". Le chromatogramme II de la figure 37 présente des
zones ol les courbes du "Phénol” et de 1"UV206" n'ont plus les mémes allures (P01-A et P01-C).

Ces différences ont servi pour délimiter les fractions.

2 - Composition

La méthode de fractionnement par échange d'ions est trés efficace (Tableau XIII)
puisqu'elle permet d'isoler de 10 & 12 fractions & partir de S"; et de P";. Les raisons de cette bonne
discrimination se trouvent sans doute dans la précipitation éthanolique, dans le réle de la
matrice du gel A-50, mais également dans la diversité des polyméres, comme le montreront les
analyses plus fines. Pondéralement, la distribution est trés inégale et il en résulte que certaines
fractions sont trés largement majoritaires, aussi bien en provenance de S"; que de P;". Pnr et
I'ensemble Snr-A et S01-A représentent respectivement 38 et 30 % des glucides totaux.
Généralement, l'importance pondérale est inversement proportionnelle 4 la concentration de
l'éluant NaCl. Quant a la répartition des charges dans les fractions, elle est graduellement
proportionnelle & 'augmentation de la force ionique de 1'éluant NaCl. En effet, les contenus en
acides uroniques, exprimés sous forme de pourcentage par rapport aux oses totaux, ont tendance a
augmenter au fur et & mesure que la force ionique de la solution d'élution augmente, a
I'exception de certaines fractions. Parmi celles-ci, les fractions S01-A et B, P03-A et P05-A
contiennent moins d'acides uroniques que celles qui les précédent. Lorsqu'un éluat a été
arbitrairement séparé en plusieurs fractions (A,B,C..), c'est généralement la derniére qui est la
plus riche en acides uroniques.

Les résultats figurant dans le tableau XIV, sous forme de compositions molaires
déterminées par des analyses CLG, montrent qu'un repérage des constituants majoritaires,
associé a la présence de monosaccharides marqueurs, permet une premiére prédiction & propos
des contenus des sous fractions séparées par chromatographie d'échange d'ions. En limitant le
commentaire aux sous fractions de masse supérieure a 10 mg, il apparait que :

- Snr-A peut contenir une mannane, une glucucomannane, une galactoglucomannane ou un
mélange de glucane et de mannane, contaminé par une arabinogalactane.

- SO1-A renferme probablement une xylane, comportant des arabinogalactanes acides.

- S03 est une arabinogalactane acide présentant des analogies avec la précédente mais liée & une
fraction pectique minoritaire et dont le taux protéique (9,6 %) est relativement élevé, ce qui permet
de la considérer comme une arabinogalactane protéique.

- Pnr présente toutes les indications d'une xyloglucane, bien que son pourcentage de fucose

semble faible.
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Tableau XIII : Composition glucidique et répartition pondérale des fractions
S"; et P"; sur Séphadex DEAE A50

OMPOSITION
FRACTIONS | Oses totaux? % pondéral® % pondérald Protéines

(mg) total acide par fraction (mg)

S"la 707,20 41,65 7,70 55,93
Snr-A 249,50 14,70 nd ND
Snr-B 19,60 1,15 nd ND
Snr-C 14,00 0,82 22,10 ND

S01-A 270,50 15,93 8,20 0,00
S01-B 29,10 1,71 13,40 ND

S03 60,30 3,55 21,90 9,60
S05-A 0,90 0,05 24,00 nd
S05-B 0,80 0,05 7,70 nd
S1 1,30 0,08 16,60 ND
S05-NaOH 3,70 0,22 7,80 ND

P"la 990,70 58,35 9,70 66,40
Pnr 649,20 38,23 nd ND

P01-A 3,10 0,18 nd

P01-B 82,00 4,83 2,00 ND
P01-C 14,60 0,86 6,80 ND
P01-D 7,20 0,42 29,00 ND
P03-A 16,10 0,95 18,00 ND
P03-B 96,20 5,66 44,90 ND
P03-C 15,90 0,94 56,60 ND
P0O5-A 4,40 0,26 18,20 ND
P05-B 23,80 1,40 53,80 ND
P1 2,80 0,16 10,70 ND
P05-NaOH 13,80 0,81 9,40 ND

(a): 8" et Py correspondent aux fractions traitées ; (b) : Valeurs obtenues par CLG ; (c) : Pourcen-
tage pondérale par rapport & (S"{ + P";); (d) : Pourcentage des acides uroniques obtenus par CLG,

exprimé par fraction ; ND : Non déterminé ; nd : non décelé
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Tableau XIV : Composition en monosaccharides des fractions de S"; et P"; sur

Séphadex DEAE A50
.y . b
Composition molaire
F TI Rha Fuc Ara Xyl Man Gle Gal GalA GlecA 4-OMeGlcA
S"la 1,6 nd 136 289 134 16,3 19,6 14 5,2 nd
Snr-A 0,3 nd 9,7 44 286 350 22,0 nd nd nd
Snr-B 1,3 nd 17,7 298 17,0 158 184 nd nd nd
Snr-C 10,4 nd 17,6 20,0 5,6 6,7 20,3 14 16,2 1,8
S01-A 1,1 02 11,3 624 21 19 146 nd 1,6 48
S01-B 3,4 0,5 15,5 358 3,9 5,7 24,1 nd 6,0 51
S03 7,7 0,5 27,0 1,0 2,9 4,0 37,5 6,2 12,1 1,1
S05-A 4,1 4,7 13,0 2,8 9,7 33,1 10,7 17,1 4.8 nd
S05-B 10,3 6,8 14,5 9,6 8,2 32,9 11,0 0,8 5,0 0,9
S1 3,0 1,5 79 10,6 10,9 40,1 10,8 6,5 8,7 nd
S05-NaOH 16,0 8,3 11,8 2,5 7,9 38,0 8,5 2,2 4.5 0,3
P"la 1,3 0,4 5,3 31,8 5,8 30,6 16,3 8,5 nd nd
Pnr 0,4 0,3 15 39,9 54 355 17,0 nd nd nd
PO1-A nd nd 1,2 324 11,0 383 17,1 nd nd nd
P01-B 0,5 nd 1,1 40,6 10,7 29,0 164 nd nd 1,7
P01-C 0,7 nd 1,6 495 12,3 144 15,7 0,9 1,0 3,9
Po1-D 1,7 nd 3,2 38,0 7,0 9,9 144 19,8 1,5 45
P03-A 8,1 nd 21,5 6,5 3,9 5,2 38,8 6,8 9,2 nd
P03-B 6,3 0,4 24,2 3,6 2,3 3,3 19,0 35,7 5,1 nd
P03-C 2,9 0,2 22,2 3,3 48 44 9,7 50,8 1,7 nd
P05-A 4.0 nd 29,5 6,7 17,1 8,7 18,7 8,8 6,5 nd
P05-B 37 nd 274 31 22 29 115 471 1,7 0,4
P1 3,9 nd 37,3 9,1 9,7 13,9 17,7 7,0 14 nd
P05-NaOH 4.0 nd 32,8 6,0 19,2 7,9 22,0 7,1 1,0 nd

(a): S"1 et P"y correspondent aux fractions traitées ; (b) : Valeurs obtenues par CLG selon la méthode décrite en
Annexe 3
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- P01-B et P01-C, de compositions trés voisines a celle de la fraction précédente, constituent des
fractions intermédiaires entre les xylanes et les polysaccharides pectiques du fait de la présence
du rhamnose et des acides uroniques.

- P03-B est un fragment pectique dont la moitié de la masse est constituée de chaines latérales
d'arabinogalactanes.

Certaines sous-fractions moins importantes en masse sont néanmoins trés
intéressantes car elles constituent souvent des formes intermédiaires ou complémentaires des
précédentes, qui aident A valider cette premiére série de commentaires. C'est ainsi que la
richesse en rhamnose et en acides uroniques des sous-fractions Snr-C, S05-B, S1 et S05-S n'est pas
sans rappeler la distribution observée dans S03 ; il peut s'agir de segments de jonction entre
pectines et hémicelluloses.

De la méme fagon, la fraction PO1-D peut étre considérée comme une zone intermédiaire
entre pectines et hémicelluloses (xylanes) puisque les monosaccharides principaux sont le
xylose, le galactose et 1'acide galacturonique et qu'on note la présence d'acide glucuronique,
notamment 4-0-méthylé. Enfin, P03-C et PO5-B sont des sous-fractions pectiques dont la
composition rappelle celle de P03-B commentée précédemment.

Ainsi, les compositions molaires en monosaccharides des 22 sous-fractions issues de
S;" et P{", mentionnées dans le tableau XIV, confirment les données globales présentées
antérieurement dans le tableau XIII, 4 savoir que les polysaccharides extracellulaires solubles
sont formés d'un ensemble multimoléculaire complexe dont le fractionnement n'est pas

forcément achevé, comme le montreront les analyses détaillées qui suivent.

B.- Caractérisation des contenus des fractions

La présentation des résultats est ordonnée selon la similitude des familles glucidiques
contenues dans les fractions. Afin de simplifier I'écriture, un carbone est désigné par un chiffre
positionné en suffixe de l'abréviation du monosaccharide, et la substitution ou la liaison en
préfixe. Ainsi, 4-Man-5 désigne le C-5 du mannosyle lié en O-4 et 3,5-Ara-1 signifie le C-1 de
T'arabinosyle substitué en O-3 et O-5 tandis que 3/5-Ara-1 correspond aux 3-Ara-1 et 5-Ara-1. Les
résidus terminaux et réducteurs sont respectivement représentés par des préfixes T- et R-, comme
T-Gal-2 pour le C-2 du galactosyle terminal et R-GalA-1 pour le C-1 de 'acide galacturonique en
extrémité réductrice. L'abréviation du monosaccharide peut étre précédée de sa configuration

anomérique o oup.
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1-Etude des liaisons chimiques par méthylation

La détermination des liaisons glycosidiques intramoléculaires est une étape
indispensable de la caractérisation des polysaccharides. La préparation d'acétates d'alditols
partiellement méthylés (AAPM) a été réalisée aprés méthylation des polysaccharides selon Paz
Parente et al. (1985). Les AAPM ont été séparés par CLG (cf. Annexe 4) et identifiés par
comparaison de leurs temps de rétention avec ceux de dérivés témoins provenant de
polysaccharides définis ce qui a permis l'étalonnage de la colonne CPSIL5CB résumé dans le
tableau XV.

Parmi les 22 fractions isolées, quatre d'entre elles ont été sélectionnées (Snr-A, Pnr, S01-
A et S03) pour subir les traitements par méthylation, essentiellement parce qu'elles sont
représentatives de I'ensemble des fractions isolées. La composition centésimale de leurs dérivés
AAPM est présentée dans le tableau XVI. La position des groupes 0-Me (1lére colonne) permet de

déduire directement la localisation des liaisons et substitutions possibles (2éme colonne).

a)- Fraction Snr-A :

Le dérivé principal de cette fraction, le 2,3,6 tri-O-Me-Gle, qui représente & lui seul 33 %
des AAPM et 83,5 % du Gle, est donc principalement lié en O-4, ce qui est caractéristique d'une
chaine glucanique non substituée. Le mannose se présente sous forme de 2 dérivés principaux, le
2,3,6 tri-O-Me-Man (21,2 %) et le 2,3 di-O-Me-Man (11,4 %), ce qui indique que les mannoses sont
également assemblés par des liaisons 154 mais que 1/3 d'entre eux portent une substitution sur
leur 0-6. D'ailleurs, leur proportion molaire dans la fraction (11,4 %), correspond avec celle du
T-Galp (11,2 %) qui est le dernier dérivé présent en quantité importante et qui semble donc étre le
candidat tout désigné pour étre le substituant de certains mannoses. Il faut néanmoins noter la
présence d'autres substituants potentiels tels que T-Glep (2,1 %), T-Manp (2,2 %), T-Xylp (2,2 %) et
surtout T-Araf (3,3 %).

Ainsi, se dégagent deux certitudes et une question : il est évident que cette fraction
comprend trois constituants principaux que sont Gle, Man et Gal, conformément aux résultats
antérieurs (Tab. XIV). Les chaines ne sont substituées que par l'intermédiaire du Man, porteur
d'un galactose terminal. La question concerne les positions possibles pour les glucoses, tous liés
uniquement sur leur O-4. Trois solutions sont envisageables : les B-glycosyles ne peuvent
provenir que de fragments cellulosiques. Par contre, les a-glycosyles, uniquement liés entre

eux, forment une chaine linéaire identifiable & de I'amylose.
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Tableau XV : Temps de rétention relatif des dérivés AAPM deutériés
analysés sur colonne CP-SIL 5CB.

Position des groupes O-Me T,2 Fragmentation principale? m/z
2,3,4-Rhap 0,682 84~86 ; 102>101; 118 >115; 131 ; 162
3,4-Rhap 0,654 131;130; 190
3-Rha 0,786 130 ;143 ;190 ; 203
2,3,5-Araf 0,529 118 ;129 ;102>101 ; 161.
3,5-Araf 0,634 117 ;161;190,;130.
2,5-Araf 0,637 118 ;87 ;113 ; 233.
2,3-Ara 0,675 118>129 ;87 ; 189 ; 102.
2-Ara 0,776 118 ; 261.
2,3,4-Arap 0,573 118>117; 101>102 ; 161>162.
2,4-Arap 0,671 117=118; 233.
2,3,4-Xylp 0,574 118=117 ; 101=102 ; 162~161.
2,3-Xyl 0,680 118=129 ; 87; 102 ; 189 ; 162.
3,4-Xylp 0,680 117 ;130;88; 190 161.
2-Xyl 0,808 118;127;187 ;261 .
3-Xylp 0,830 129=130 ; 87=8 ; 190~189.
2,3,4,6-Manp 0,732 102>87 ; 118=129=162 ; 205.
2,3,6-Man 0,835 118 ;233 ;102 ; 162.
2,3,4-Manp 0,868 118=102; 129 ;99 ;162 ; 189 ; 233.
2,3-Man 0,955 118 ; 102>99 ; 162 ; 261.
3,6-Man 0,929 130 ; 113=190=233 ; 99 ; 149.
2,3,4,6-Glcp 0,730 88; 102 ; 118=129=145=162>161 ; 205.
2,3,6-Glc 0,844 118;233;113;99; 131.
2,3,4-Glep 0,868 118=102 ; 129 ;99 ; 162 ; 189 ; 233.
2,3-Glep 0,962 118 ; 127=85 ; 102=99 ; 261.
2,3,5,6-Galf 0,740 101>102 ; 118~89; 129 ; 205 ; 278.
2,3,4,6-Galp 0,755 102=118=129~145 ; 161=162 ; 205.
2,4,6-Galp 0,852 118 ; 129=102~99 ; 162 ; 189 ; 233.
2,3,4-Galp 0,901 118 ;129 ;189 ;139 ; 234.
2,4-Galp 1,000 118 ;129 ; 87 ;143 ; 185 ; 232.
2,6-Gal 0,913 118 ; 127=102=85; 99 ; 142 ; 261.
2,3-Gal 0,971 118 ; 127=185; 102 ; 261.

a : Temps de retention relatif (Tr) par rapport au 2,4-di-O-Me-galactose (2,4-Galp) b : Masses io-
niques obtenues par CLG-SM /IE, classées selon leur importance dans 1'ordre décroissant des in-
tensités relatives. = et > signifient respectivement intensité équivalente, et superieure.
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Tableau XVI : Composition centésimale des dérivés AAPM de certaines frations
polysaccharidiques caractéristiques: Identification du type de
substitution des oses constitutifs

Position des | Nature des
groupes O-Me | liaisons & Fractions analysées (%molaire) ®
Sor-A Por SO1-A S03
2, 3, 4-Rha 1- (T- Rhap) trace - 0,5 5,7
3, 4-Rhap 1,2- - - - 0,5
3-Rhap 1,2,4- - - - 1,0
2,3,5-Araf | 1- (T-Araf ) 3,3 0,6 2,9 10,0
3,5- Araf 1,2- - - - 1,2
2,5-Araf 1,3- - - - 1,1
2, 3-Ara 1,4- ou 5- 0,5 trace 1,5 8,4
2-Ara 1,3,4- ou 5- - 0,3 - 0,5
2, 3, 4-Arap 1- (T-Arap ) 0,7 - trace trace
2, 4-Arap 1,3- - 0,8 - -
2, 3, 4-Xylp 1- (T-Xylp) 2,2 16,5 6,3 0,9
2,3-Xyl 1,4- ou 5- - - 55,0 2,4
3,4-Xylp 1,2- : 0,5 9,1 - -
2-Xyl 1,3,4- ou 5- - 0,3 0,9 -
3-Xyl 1,2,4- ou 5- - 0,3 11 -
2,3,4,6-Manp | 1- (T-Manp) 2,2 trace - -
2,3,6-Man 1,4- ou 5- 21,2 3,7 1,8 3,7
2,3,4-Manp 1, 6- 0,9 - - -
2,3-Man 1,4 0ub, 6- 114 2,1 0,9 0,8
3,6-Man 1,2, 4- ou 5- 1,5 0,6 - -
2,3,4,6-Glep | 1- (T-Glep) 2,1 0,5 - 1,0
2,3,6-Gle 1, 4- ou 5- 33 20,8 1,8 2,3
2,3,4-Glep 1, 6- 1,1 1,4 - -
2,3-Gle 1,4 0ub, 6- 3,3 28,2 0,3 2,7
2,38,5,6-Galf | 1- (T-Galp) 0,5 0,7 - -
2,8,4,6-Galp | 1- (T-Galp) 11,2 10,3 3,2 13,2
2,4,6-Galp 1,3- 1,2 1,5 3,1 6,6
2,3,4-Galp 1,6- 1,4 1,2 4 13,8
2,4-Galp 1,3,6- 1,0 0,3 54 23,6
2,6-Gal 1,8,4-oub- 0,5 0,7 - 0,6

a : Les chiffres soulignés représentent les sites principaux de la liaisons des dérivés glycoyles.

b : Les pourcentages molaires relatifs ont été calculés a partir des aires des pics corrigées par les facteurs
de reponse établis par Sweet et al. (1975).

Les chiffres indiqués en gras représentent les valeurs caractéristiques des molécules.
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En outre, la présence d'autres a-glycosyles liés en O-6 (1,1 %) ou disubstitués en 0-4 et O-6,
pourraient correspondre & des amorces d'amylopectine. Si les glucosyles sont liés aux Man, ils
peuvent 1'étre au sein d'une chaine principale de glucomannane selon des séquences qui devront

étre ultérieurement précisées.

b)- Fraction Pnr :

Cinq dérivés AAPM provenant de trois monosaccharides (Glc, Xyl et Gal) représentent
ensemble 85 % de cette fraction ce qui confirme les résultats précédents (Tab. XIV) qui
prévoyaient une nature xyloglucanique, pour cette fraction.

Les glucosyles se présentent sous forme de deux dérivés di- et tri O-méthylés, dans des
proportions qui indiquent que tous sont assemblés par des liaisons 1—4 et que 60 % d'entre eux
sont substitués O-6. De plus, les xylosyles sont principalement situés en position terminal (T-
Xyl=16,5 %) et substitués en O-2 (9,1 %). Le galactose, représenté par un dérivé T-Galp, n'est 1ié
que par son carbone anomérique et constitue donc une extrémité de chaine latérale. L'ensemble
des données confirme bien celles de la littérature qui présentent les xyloglucanes comme des
chaines de B-glucanes 14 liés, substitués par de simples Xyl ou par des courtes chaines de Xyl-
Xyl-, Gal-Xyl-, Gal-Xyl-Xyl- ou Fuc-Gal-Xyl-. Parmi, les dérivés mineurs du Gal, aucun
n'apparait substitué en 0-2, ce qui correspond a I'absence du fucose, et qui élimine la derniére
des propositions présentées ci-dessus, comme modéle structural des substitutions de
xyloglucanes.

L'étude des liaisons de cette fraction Pnr apporte la confirmation que les polyméres qui
la constituent appartiennent & la famille des xyloglucanes et qu'ils sont non fucosylés. Il reste a
préciser les séquences de substitution qui caractérisent ces molécules. Le rapport molaire des

dérivés méthylés fournit les motifs suivants :

[-Gle-Gle~-Gle-Gle-Gle-] ou [-Gle-Gle-Gle-Gle-Gle-]
| | | | | ]
Xyl Xyl Xyl Xyl Xyl Xyl
I |
Gal Gal
¢)- fraction SOI-A :

En se basant sur le méme raisonnement que précédemment, cette fraction est

majoritairement constituée d'une xylane puisque les dérivés du xylose représentent 73 % des
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AAPM. La plupart des xyloses sont liés en 1—4, mais parmi ceux-ci 1/6 sont aussi substitués enO-
2, qui peuvent constituer des points d'attache des arabinosyles et principalement des acides
glucuroniques non pris en compte par cette méthode d'analyse. Ces acides sont majoritairement
sous forme 4-O Méthyl-éther qui est connue pour se lier en 0-2 du 4-p xylosyle, contrairement a
l'arabinose lié en O-3. Par conséquent, cette xylane est une 4-O méthylglucuronoxylane
probablement substitué en O-2 par des arabinoses puisque les dérivés liés 3,4-xylosyles sont
mineurs.

En outre, les 15 % de dérivés AAPM du galactose sont répartis entre terminaux,
monosubstitués en 3 ou 6 et disubstitués en 3 et 6, ce qui est caractéristique d'une structure de
galactanes trés branchées pouvant accueillir également des substituants de T-Araf. Il faut noter
que comme pour les fractions précédentes, les pourcentages des dérivés de l'arabinose ne
représentent que la moitié de ceux déterminés par l'analyse globale‘ (voir tableau XIV). La
méthode de méthylation peut fragiliser 1'arabinose qui est un composé déja connu comme étant

relativement sensible aux hydrolyses acides.
d)- fraction SO03 :

I1 apparait dés la premiére lecture que la distribution des principaux constituants de cette
fraction présente des points communs avec celle des arabinogalactanes minoritaires de la
fraction précédente. En effet, on retrouve la répartition des AAPM du galactose, avec le dérivé
disubstitué en 0-3 et O-6 majoritaire (23,6 %) et une forte proportion (13,2 %) de T-Galp. Pour les
AAPM de l'arabinose, c'est également le T-Araf qui est le plus fréquent (10,0 %) mais la
proportion d'arabinosyles monosubstitués O-5 (8,4 %) est relativement importante. Si la position
des acides uroniques (6,0 % de GalA et 12,1 % de GlcA) n'est pas révélée, on ne peut ignorer que les
AAPM du Rha sont essentiellement des T-Rha (5,7 %) méme si subsistent 1 % de dérivés
disubstitués en O-2 et 0-4, qui sont les points de branchement bien connus des chaines latérales
des arabinogalactanes sur les rhamnogalacturonanes I. Cette fraction semble donc contenir une
arabinogalactane pectique typique qui constitue les ramifications pectiques. Le GlcA est connu
pour se situer en position terminale des galactanes comme pour le rhamnose. On ne peut
cependant pas ignorer les AAPM minoritaires proviennent de quelques polysaccharides
contaminants non totalement séparés, en dépit de l'efficacité des méthodes de tri moléculaire
utilisées. Enfin, la présence des protéines (9,6 %, cf Tab XIII, pl14) suggére la présence

d'arabinogalactanes protéiques dans cette fraction.
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2 - Etude de la composition glucidique par spectroscopie RMN

La méthode d'analyse par 1C-RMN apporte des renseignements complémentaires aux
résultats précédents. En effet, étant non destructive, elle confirme, compléte ou infirme la
détermination des liaisons gréce aux données qui tiennent compte des liens natifs entre les
différents monosaccharides et des intéractions moléculaires (anomérie, conformation,
influence stérique). Elle permet ainsi de trancher sur la nature des polysaccharides de
compositions analogues (ose et substitution identiques) obtenues par les méthodes précédentes ;

par exemple, entre la cellulose liée en B-(1,4) et I'amylose liée en a-(1,4).

a)- Fraction Snr-A

Les résultats des analyses par CLG montrent que cette fraction est présumée contenir des
arabinanes et des mannanes telles que les homomannanes et les galacto(gluco)mannanes. Les
signaux (Tab.XVII) obtenus par RMN indiquent un mélange de galactomannanes, d'arabinane

et de cellulose (Fig. 38):

o) - Acétates

Des déplacements chimiques marqueurs de méthyle (21,01 et 20,73 ppm) et de fonction
carboxylique (173,78, 173,47 et 172,52 ppm) sont inhabituels dans ces polysaccharides et ne sont
attribuables qu'a des groupes acétyles qui seraient liés sur deux ou trois hydroxyles des
monosaccharides impliqués. En effet, ce phénoméne est observé dans les xylanes O-acétylées en
0-2, 0-3 et 0-2,3 des xylosyles (Reicher et al.,, 1984), dans la xanthane en O-6 du mannosyle
(Gamini et al., 1991), dans la glucomannane de Wozniewski et al. (1990) et dans des éthers de
cellulose acétylés (Tezuka et al., 1990). Les auteurs ont défini la position de l'acétylation par les
signaux des carbones de 'acétyle (CHg- et -COOH) qui signalent I'acétyle en O-6 du mannosyle
de la xanthane par 22,84 et 176,64 ppm. Les dérivés cellulosiques acétylés sont indiqués par deux
valeurs du § du méthyl (23,5 et 23,8 ppm) puis par trois 8 de carboxyle ( 172,2 ppm en 0-2, 172,6 ppm
en 0-3 et 173,4 ppm en O-6). Dans ce contexte, il apparait que les 8 observés pour Snr-A
correspondent probablement aux acétates substituant I'un ou l'autre des trois polysaccharides
présents dans cet échantillon. Récemment, Wozniewski et al. (1990) ont isolé une glucomannane
acétylée sur le mannosyle en mettant en évidence quatre dérivés acétylés, 2,3,6-OAc-Man, 3,6-
OAc-Man, 2,3-OAc-Man et 6-OAc-Man. Le spectre 13C-RMN de ce polysaccharide mentionne
trois couples de & des groupes acétyles (20,72 et 174,11 ppm), (20,45 et 174,02 ppm), (20,22 et 173,54
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Tableau XVII : Déplacement chimique § du spectre 3C-RMN de la fraction Snr-A

Composition Déplacement chimique & (ppm)
en résidus liés C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
D-Mannosyle \
B-Manp- 100,49 72,00 (B) 79,14 (A) (75,20) (A) 61,57
4-f-Man- 100,45 70,60 (B) 72,12 (A) 79,44 (B) 75,35 (C) 61,06
70,68 (A) 72,21 (C) 79,54 (C) 75,38 (B)
4,6-B-Man- - 73,60 67,05 (ID)
66,97 (111)
D-Galactosyle
a-Galp- 99,38 69,10 69,90 70,10 71,56 61,70
Acétyl- 20,73/21,01 (CH3) 172,52/173,47/173,78 (=C=0)
L-Arabinosyle
a-Araf - 108,96 82,07 77,25 84,75 62,00
5-a-Ara- 109,01 82,00 77,19 (83,00) 67,41
D-Glucosyle
4-[3-Glcp- 102,94 74,15 75,20 (79,14)  (77,00-77,25) 60,94

102,90 74,68 79,44 75,91/75,74

- (A, B et C) et (I, II et III) représentent respectivement les diades et les triades définies dans le
texte

3
Figure 38 : Spectres . C-R.M.N.de la fraction Snr-A

A: Spectre total (10-190 ppm) avec en médaillon les carbones anomériques C-1
B: Spectre détaillé de 1a zone (60-90 ppm)
Légendes:

- C-1,-2, ... du mannosyle (M-1, -2, ... ou Man-1, -2, ...), et en position terminale (T- B-Man-
1, T-M-1 ou TM-1). Il en est de méme pour les autres monosaccahrides.

-Diades: A,BetC
- Triades: I, IT et III

- Les valeurs indiquées en gras représentent les signaux caractéristiques des molécules.
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ppm). Par conséquent, les acétates de Snr-A substitueraient les galactomannanes selon deux ou

trois des quatre possibilités ci-dessus.

B)- Galactomannane

Elle est définie par les signaux du C-1, 100,49 (4-p-Man), 100,45 ppm (4,6-8—Man) pour le
résidu mannosyle et 99,38 ppm (T-0-Gal) pour les galactoses qui substituent en O-6 certains
mannosyles de la chaine principale (Grasdalen et Painter, 1980 ; Manzi et Cerezo, 1984 ; Manzi et
al., 1986 et Gupta et BeMiller, 1990). A ceux-ci s'ajoutent les signaux des autres carbones (C-2, C-3,
C-4, C-5 et C-6) caractéristiques de ce polysaccharide (Tab. XVI), en particulier, ceux du résidu
galactosyle. Ces derniers donnent des signaux plus élevés qui seraient en accord avec la position
latérale du galactosyle libre, permettant ainsi une bonne résonance. De méme, en considérant
que la résonance du C-6 du mannosyle substitué par le galactosyle est identique dans les diades et
les triades, on peut procéder & une estimation quasi quantitative de celles-ci, malgré I'absence de
conditions d'analyse nécessaires. Ces auteurs ont établi une méthode d'identification par 13C-
RMN de galactomannanes de graines, en se basant sur la notion de diades et de triades qui
correspondent a4 des motifs mannobioses et mannotrioses plus ou moins substitués par du

galactosyle. Elles sont symbolisées par :

- Diades: A: -M - m-; B:-M-(Gallm-et -(GOM-m-; C-GM-(Gm-.,
- Triades: I: -(GIM-(G)m-(G)M- ; II: -(GM-(G)m-M- et -M-(G)m-(G)M- ;
1. -M-(G)m-M- .

La lettre minuscule représente le mannosyle de référence et celle entre les parenthéses
correspond aux substituants galactosyles. Ainsi, la répartition des diades est déterminée en
fonction des signaux des C-2 et C-4 et celle des triades par les C-6. L'interprétation du spectre de
Snr-A (Fig. 38 et Tab. XVII) selon cette méthode montre deux couples de structures prépondérantes
représentés par (B, II) et (A, III). Ce dernier est moins fréquent que le premier, contrairement aux
résultats de Manzi et al. (1986). Il en découle la proposition de lI'identification des diades A et B

par les C-3 et C-5 du mannosyle.

La comparaison aux résultats de ces auteurs indique le décalage du 8 de tous les carbones
sauf les C-4 du mannosyle ( 8= 79,xx) vers le haut champ. En effet, les C-1 principaux sont
habituellement & 103,0 ppm pour les résidus de mannose et & 101,8 ppm pour le galactosyle

contrairement a nos résultats. Cependant, tous les signaux sont identifiés malgré ce décalage du
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5 vers le haut champ qui serait en rapport avec la présence d'acétyle. En outre, I'intensité de la
diade A des Man-4 (79,14 ppm) et Man-5 (75,20 ppm) est amplifiée par la contribution des signaux
provenant respectivement du Gle-4 et du Gle-3 dont l'attribution a été faite d'apres les données de
Bock et al. (1984). Ainsi, la cohérence des signaux des C-5, C-4, C-3 et C-2 du mannosyle indique
bien l'importance de la diade B par rapport & A. Le Man-6 substitué est le seul & fournir des
indications sur les triades, & savoir la prépondérance de la II sur la IIl. Par conséquent, la

structure probable du motif issue de cette étude et de 1'analyse des liaisons est le GM-16:

(Ac(f-)
- M - M- {M- M- M- M-M},- (GM-16)
6 6 6
T 7 T
G G G

Un tel motif est établi en accord avec le rapport Gal-: 6,4-Man-: 4-Man- (1:1:2) obtenu par
méthylation (Tab.XVI).

Cependant, on constate une certaine contradiction au niveau des triades concernant
I'importance de la I (67,05 ppm) par rapport a la I1I (66,97 ppm). Cette derniére devrait I'emporter
pour satisfaire le motif GM-16, car celui-ci correspond & deux III contre une II. On devrait avoir
le couple (B, III) plus important que (A, II). L'explication serait une inversion des & du C-6 des
deux triades provoquée par la présence des acétyles. La contribution de ces derniers pourrait étre
a l'origine de certains signaux non attribués (76,33, 78,60, 78,77 ppm). Ou bien simplement un
mélange de motifs légérement différents et de répartition différente. Par conséquent, le spectre
de I'ensemble refléte la résultante des deux structures.

Par ailleurs, ce spectre est comparable & celui de la galactoglucomannane de Rubus
fructicosus définie par Cartier (1986), bien que celle-ci ait été obtenue par traitements alcalins
(NaOH 1,25 N, 2 fois et Ba(OH),), susceptibles d'enlever les acétyles. De ce fait, tous les signaux
communs aux deux spectres ne sont pas en rapport avec I'hypothése du décalage des & par rapport
au Man-4 provoqué par l'acétylation.

I1 semble donc que deux approches contradictoires convenablement argumentées
aboutissent a la proposition d'une galactomannane ou d'une galactoglucomannane. Il est alors
difficile de trancher sans information complémentaire telle que la preuve évidente des effets de
l'acétylation (Wozniewski et al.,1990). A ce sujet, l'hypothése de galactoglucomannane améne a
l'acétylation d'un autre composé présent dans la fraction analysée, & savoir l'arabinosyle.
Cependant, aucuns § relatifs a la chaine principale de la glucomannane (Goldberg et al., 1991),

ne sont signalés dans ce spectre, comme le § & 69,4 ppm que Cartier (1986) considére comme étant
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le 4-B-Glc-6 de la glucomannane. Or, un tel signal qui serait 4 69,00 ppm et précédent 69,10 ppm
(T-Gal-2), n'existe pas dans le spectre de Snr-A (Fig. 38).

Pour conclure, les faits semblent orienter vers l'hypothése d'une galactomannane
acétylée qui doit &tre confirmée afin de statuer par rapport aux résultats de ces auteurs. Le
manque de données complémentaires limite notre interprétation structurale au modéle GM-16.
Par exemple, la comparaison avec le spectre 13C-RMN de la fraction aprés désacétylation par la
soude 0,1 N pendant 1h i température ambiante, répondra partiellement & ces questions, au méme
titre que la localisation de la substitution par les acétyles par CLG. Enfin, l'utilisation d'une
cellulase pure permettra de savoir si des 4-B-glucosyles correspondent effectivement & de la

cellulose.

v)- T/5-a.-Arabinane

Elle est signalée par les carbones anomériques & 109,01 ppm (5-0-Ara) et 108,96 ppm (T-«-
Ara) ainsi que les d suivants: 82,07 (T-Ara-2), 82,00 (57-Ara-2), 77,25 (5?-Ara-3), 77,19 (T-Ara-3),
84,75 ppm (T-Ara-4), 83,05 (5-Ara-4), 67,41 (5-Ara-5) et 62,00 (T-Ara-5). L'attribution des signaux
a été faite selon les données des travaux réalisés sur les arabinanes (Joseleau et al., 1977 ;
Joseleau et Chambat, 1984b ; Hervé Du Penhoat et al.,, 1987 ; Swamy et Salimath, 1991). La
présence de cette arabinane dans la fraction non retenue montre qu'elle n'est pas liée aux
polysaccharides pectiques, en l'occurence a la rhamnogalacturonane I.

Par ailleurs, les différences d'amplitude au niveau des C-4 et des C-5 entre le T-Ara et le
5-Ara sont difficilement explicables au vue des équivalences des autres carbones, C-1, C-2 et C-3
qui apparaissent dédoublés. En régle générale, on doit avoir la méme amplitude pour tous les
carbones d'une catégorie de dérivés (Hervé de Penhoat et al., 1987). Ainsi, les carbones du résidu
arabinose terminal doivent avoir la méme amplitude, ceux du 5-Ara aussi. Les données de
I'analyse des liaisons par méthylation (Tab. XVI) montrent la prépondérance de l'arabinosyle
terminal (T-Ara=3,3%) par rapport au 5-Ara (0,5%) ; ce qui expliquerait les différences observées
sur les C-4 et les C-5 en RMN. La comparaison des rapports T-Ara/5-Ara (T:5) par carbone (C-4 et

C-5) entre 1a méthylation (% mol) et la RMN (hauteur), donne les résultats suivants :

- pour le C-4, T:5 = 3,3/0,5 = 6,6 par méthylation etT:5 = 3,9/0,6 = 6,6 par RMN.
- pour le C-5, T:5 = (3,3+0,7)/(0,5+0,7) = 3,33 par méthylation et T:5 = 5,5/1,5 = 3,66 par RMN.

Il semble bien évident que la cohérence des résultats de la méthylation avec ceux de la
RMN, se trouve au niveau des C-4 et C-5. Par conséquent, il y a plus de résidus arabinose

terminaux que liés en O-5.
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Toutefois, l'explication & donner au dédoublement des C-1, C-2 et C-3 n'est pas évidente,
d'autant plus que les C-3 correspondent a4 un ensemble de signaux mal résolus. L'hypothése
d'une arabinane ramifiée n'étant pas confirmée par méthylation, il reste alors celle de la
contribution des autres composés présents dans cette fraction, comme les galactomannanes ou les
acétyles. D'une part, des arabinosyles terminaux peuvent bien exister sur ces galactomannanes
en se liant au niveau du a-Gal ou du 4-f-Man et de l'autre, des acétyles substituent certains
arabinosyles terminaux au niveau des C-2 ou C-3. De plus, ces hypothéses semblent aussi
expliquer la présence de certains signaux non attribués (76,33, 75,91, 75,74, et 74,15) et répondre
partiellement & la précédente question sur la présence des acétyles. Elles contribuent aussi a
élucider le décalage du 6 des mannosyles, et indirectement le dilemme entre la galactomannane
et la galactoglucomannane en faveur de la premiére.

On constate alors, que la meilleure adéquation des données est obtenue dans les
références qui traitent aussi bien des arabinanes liées (Seymour et al., 1990 et Schols et al., 1990b)
que libres (Hervé du Penhoat et al., 1987 et Swamy et Salimath, 1991). Dans ce cas, il n'y a pas de
différence de & pour la méme arabinane qu'elle soit libre ou liée. Alors que dans d'autres
arabinanes conjuguées avec les AGII (Schols et al., 1990b, Saulnier, 1987 et Saulnier et al., 1922)
ou la RGI (Schols et al., 1990b, Odonmazig et al., 1992), on observe des C-1 différents qui sont
caractérisés par quatre signaux distincts (de 110 & 107 ppm, en général) comme dans la fraction
P03-B (voir plus loin).

L'explication cohérente réside dans les arguments suivants:

+- Différencier la forme libre de la forme liée d'un polysaccharide dans un mélange

En effet, Odonmazig et al. (1992) le démontrent concernant la fraction éthanolique AP
qui contient la 5-arabinane libre en mélange. Car le précipité Cetavlon AP-I de cette fraction est
dépourvu de la 5-arabinane qui est neutre; il ne reste que les C-1 (108,1 et 107,3 ppm) des
arabinanes latérales de la RGI acide qui différent des C-1 de l'arabinane contenue dans la
fraction AP. De méme, Hervé du Penhoat et al. (1987) ont démontré que les 5-arabinanes libres
étaient en mélange avec des 4-B-galactanes en se basant sur le fait que chaque famille avait
conservé les mémes 8 qu'elle ait été pure ou en mélange.

On peut penser qu'il en est de méme pour la fraction MHR de Schols et al. (1990b) qui n'a
pas subi une purification par différence de charge (précipitation par le Cetavlon ou
chromatographie d'échange d'anions) permettant de lever les doutes.

%~ I'arabinane liée, de taille importante a les mémes signaux qu'une arabinane libre.

Seuls, les points de liaison fournissent des signaux caractéristiques de la nature du

résidu substitué.
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De tels cas ressemblent aux travaux de Schols et al. (1990b), hormis la remarque
précédente, dans la mesure o leur test dhomogénéité de la fraction MHR par chromatographie
d'exclusion de taille, donne une distribution réguliére de l'arabinosyle dans les trois fractions
A, B, et C. Ces auteurs attribuent alors les signaux des arabinosyles a des arabinanes liées aux
polysaccharides pectiques, comme le montre leur modele. Alors que ces signaux définissent les
arabinanes libres comme celle contenue dans cette fraction Snr-A.

En outre, Seymour et al. (1990) démontrent rigoureusement cette hypothése sur une 5-
arabinane contenue dans une fraction retenue sur DEAE-Trisacryl. Et les assignements de cette
arabinane liée, riche en 5-arabinosyle, correspondent exactement aux données de Hervé du
Penhoat et al. (1987) et de Swamy et Salimath (1991) qui caractérisent les arabinanes libres.

Aussi, ces deux arguments se complétent au vue des travaux de Hervé du Penhoat et al.
(1987) et de Seymour et al. (1990), en ce qui concerne la 5-a-arabinane. Conjuguée ou libre, elle a
le méme spectre. Toutefois, la question reste posée pour les autres arabinanes, comme la 3-
arabinane et les arabinanes branchées.

En conclusion, compte tenu de nos résultats et de ces arguments; l'arabinosyle
caractérisé dans cette fraction indique effectivement une trace de 5-o-arabinane et une majorité
de T-arabinofuranosyl liés probablement & quelques résidus de la galactomannane, comme le
galactosyle. Certains arabinosyles peuvent &tre acétylés. Et les C-1 des arabinanes conjuguées

sont définis par leur liaisons et aussi par la nature du substitué.

8)- Glucanes:

Elles sont identifiées par les C-1 4 102,94 et 102,90 ppm et aussi par les C-6 & 60,94 ppm
(Tab. XVII). Le signal du Glc-4 masqué par les Man-4, aux environs de 79,14-79,44 ppm (Joseleau
et Chambat, 1984b), expliquerait la mauvaise résolution de cette zone. L'absence du 6 du Gle-6
substitué, a environ 69,00 ppm, et celle du dérivé AAPM (2,3-O-MeGle, Tab. XVI) correspondant,
indiquent la cellulose plutdt que la glucomannane (Goldberg et al., 1991) ou la xyloglucane dont
le spectre est représenté par celui de la fraction Pnr suivante. Ainsi, les 8 & 74,68 ppm, et 4 75,91-
75,74 ppm correspondraient respectivement aux (4-8Glc-3 ou -2) et (4-8Glc-5 ?) d'aprés les
données de Bock et al. (1984) sur 'hexasaccharide qui n'indiquent pas précisément le 74,68, mais
le 74,3 qui correspondrait plutét & 74,15 ppm. Des données récentes sur la cellulose éclaireront
cette interprétation.

En conclusion, le contenu glucidique de la fraction Snr-A est composé de cellulose et de
galactomannane. La présence d'arabinosyle et d'acétyle semble se situer sur le second

polysaccharide,.
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b)- Fraction Snr-B

L'aspect général du spectre des carbones anomériques (Fig.39A/C-1, Tab. XVIII) montre
la présence du contenu de la précédente fraction (o-Gal-: 99,39 ppm; 4-p-Man-: 100,46 ppm; -
Ara-: 108,97/109,01 ppm; et 4-B-Glc-: 102,94 ppm) et celle dune arabinoxylane (4-B-Xyl-:
102,17/102,23 ppm; -o.-Ara-: 108,13/109,63 ppm) et d'une 6-8-galactane (-B-Gal-1:103,77/104,25
ppm).

Les signaux a 101,24 et 20,65 ppm (Fig. 39B) semblent respectivement indiquer le
rhamnosyle terminal et le méthyle. Le premier n'est pas corroboré par le Rha-6 a 17,15 ppm qui
caractérise ce résidu. Tandis que le second, qui définit habituellement l'acétyle, devrait alors
étre confirmé par le signal du carbonyl a 170-175 ppm, comme dans la fraction Snr-A. Toutefois,
la rigidité de cette fonction atténue sa résonance jusqu'a ne pas déceler le 3 (C=0).

La légére différence de la galactomannane avec celle de Snr-A repose sur la diminution
de I'amplitude de la diade B (70,60 ppm; Fig. 39B) du Man-2 et la faible augmentation de la triade
III du Man-6 substitué. Elle semble indiquer une baisse de la substitution par le galactosyle. Par
ailleurs, les signaux du résidu d'arabinose observés également dans Snr-A sont présents, ce qui
semble confirmer l'interprétation faite a ce propos. Il‘en est de méme en ce qui concerne la
cellulose et surtout du signal & 74,67 ppm qui coexiste tout autant.

Quant a l'arabinoxylane, elle est définie par les signaux du xylosyle, particuliérement
celui du 2,3,4-Xyl & 100,72 ppm qui caractérise le résidu de xylose substitué par deux arabinosyles
(Hoffmann et al., 1992). Ces derniers sont identifiés par leurs carbones anomériques i 108,13 et
109,63 ppm qui sont respectivement spécifiques de leurs liaisons en O-3 et 0-2 du xylosyle. La
présence de 5-arabinane branchée est caractérisée par les signaux propres des résidus 5-Ara- et
3,5-Ara- (Tab. XVIII).

Enfin, I'existence de signaux a 104,25 et 103,77 ppm sont respectivement attribués a des B-
galactosyles terminaux et liés en 0-6 qui témoignent de la présence de 6-B-galactane.

En conclusion, cette fraction contient les mémes polysaccharides identifiés dans Snr-A
(galactomannane & arabinose et la cellulose) et de l'arabinoxylane avec une 6-B-galactane

particuliére. Ceci n'est pas étonnant dans la mesure ou elle correspond 4 une fin de pic d'élution

de Snr-A (Fig. 36-1, p. 111).
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3
Tableau XVIII : Déplacement chimique & du spectre ! C-RMN de la fraction Snr-B

Composition Déplacement chimique & (ppm)
en résidus liés C1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
D-Mannosyle
B-Manp- 100,46 75,22 (A) 61,57
4-B-Man- -n- 70,60 (B) 72,00 (B) 79,15 (A) 75,35 (C) 61,06
70,68 (A) 72,13 (A) 79,45 (B) 75,39 (B)
4,6-B-Man- 73,60 67,06 (1)
66,98 (I1D)
o-Galp- 99,39 69,10 69,91 70,10 71,57 61,70
L-Arabinosyle
a—Araf- 108,97 82,07 (77,25) 84,76 62,00
5-a-Ara- 109,01 82,00 77,20 (83,03) 67,41
D-Glucosyle
4-B-Glcp- 102,94 74,16 75,22-74,67 (79,15-79,45) (77,00-77,20) 60,95
D-Xylosyle
B-Xylp- 102,23 73,26 76,09 - 65,71
4-B-Xyl- 102,17 74,27 717,00 63,58
2,4-B-Xyl- 77,54 63,40
2,3,4-p-Xyl- 100,72 74,30 77,00 77,00 63,09
L-Arabinosyle
o-Arag- 108,13 (A,X) 81,03 77,54 84,64 62,00
109,63 (A,X) 8185 -
5-a-Ara- 108,13 -n- 77,31 83,03 67,56
3,5-a-Ara- 108,13 -n- 79,85 82,80 -t
D-Galactosyle
B-Gal- 104,25 71,42 81,56 69,49 76,90 61,70
6-p-Gal- 103,77 70,49 80,67  69,30/69,02 - 69,83
Autres
o-Rha- 101,24 - - - n.d.
Acétyl- 20,65 (CH,-)

- (A, Bet C)et (I, II et ITI) représentent respectivement les diades et les triades définies dans le
texte.

- Les valeurs indiquées en gras représentent les signaux caractéristiques des molécules.
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Figure 39 : Spectres 13¢.R.M.N.de la fraction Snr-B:

102,17

A: Spectre total (10-190 ppm) avec en médaillon le détail des carbones

anomériques C-1
B: Spectre détaillé de la zone (60-90), voir page suivante
Légendes: identiques a celles de la figure38.
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¢)- Fraction S01-B

Cette fraction vient & la suite de la fraction S01-A (Fig. 36-II, p. 111) qui est
principalement une xylane. Les carbones anomériques (Tab. XIX, Fig. 40B) indiquent
principalement une xylane (102,18 ppm, 101,64 ppm, 100,72 ppm) substituée par des arabinosyles
(109,64 ppm et 108,13 ppm) dont certains porteraient des acides phénoliques (Fig. 40A) tels que les
acides coumarique, AC (127,44 ppm) ; férulique, AF (128,16 ppm) et diférulique, DF (127,26 ppm),
d'aprés les données de Ishii et Hiroi (1990a-b) et Ishii (1991). Ces composés sont confirmés a la
fois par le 3 (CHg-) & 56,94 ppm (Fig. 40A et 40C) et par le 6 & 101,64 ppm correspondant au 40—-Xyl-
de la chaine principale, adjacent au xylosyl substitué par l'arabinosyle féruloylé (Ishii et Hiroi,
1990-b). D'autres signaux mineurs, présents dans les spectres des figures 40A et 40C, contribuent
4 la mise en évidence de telles structures.

| Par ailleurs, l'existence de Tlarabino-3,6-galactane II est marquée par les §
anomériques (Tab. XIX) du B-Gal (104,11 ; 103,95 ; 103,77 et 103,21 ppm) et du a-Ara (109,64, 108 ,13
ppm). Ces valeurs sont conformes & la plupart des travaux portant sur ces polysaccharides
(Joseleau et Chambat, 1984b ;Saulnier, 1987 ; Colquhoun et al.,, 1990 ; Léon de Pinto, 1991et
Saulnier et al., 1992). En outre, on retrouve le signal 4 103,77 ppm observé dans Snr-B ; il semble
bien que ce déplacement chimique accompagne la 6-p-Galactane-. De plus, le résidu de rhamnose
signalé a 101,24 et 17,15 ppm (Fig. 40A et 40B), est en position terminale. De méme, le (4-OMe)-
GlcA et I'acétyle sont respectivement indiqués par le C-1 4 98,13 ppm et par le groupe méthyle a
21,50 ppm. Seul, le premier a été déterminé par CLG sous forme triméthylsilylée (Tab. XIV).

Par conséquent, cette fraction S01-B renferme principalement de l'arabinoxylane a
acides phénoliques et de l'arabinogalactane II (AGII) avec quelques liaisons nouvelles. Les
dérivés phénoliques sont en quantité si faible qu'ils sont difficilement décelables. La présence de
rhamnosyle et de (4-O-Me)-GlcA terminaux est a relier au rhamnoarabinogalactane de Varljen
et al. (1989) et au AGII portant du GlcA en 0-6 ou O-4 (82,58 ppm) selon le modéle de Léon de Pinto

(1991) concernant des gommes d'Acacia.
d)- Fraction Pnr

Le spectre de cette fraction, bien résolu, permet d'identifier les principaux signaux
anomériques (Tab. XX, Fig. 41A) a 104,83 ppm (T-$-Galp-), 102,91 - 102,73 ppm (4-B-Glc-) et & 99,43
- 99,29 ppm (0-Xyl-) qui sont caractéristiques des xyloglucanes (Joseleau et Chambat, 1984a-b ;
Cartier, 1986 ; York et al., 1990a). Dans certains cas, ces polyméres sont signalés comme étant

fucosylés ; toutefois, la fraction Pnr ne présente pas de signal 4 101,4 ppm, attribuable au C-1 du
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160,00-159,32  AC-4)

S01-B

170,26 AC-9) / 169,92 AF-9) / 169,78 (DF-9)

A

148,89 (DF-4)/ 148,36(DF-3)/ 148,11 AF-7)/ 147,42 AC-7)

132,74 AC-2 ; AC-6)

128,16 AF-1)/ 127,44 fC-1)/ 127,26(DF-1)

116,97 AC-3 ; AC-5)/ 116,93 AF-5)

116,65(DF-8)/ 115,26 AF-8)/ 114,95 AC)

98,13 (4-OMeGlcA-1)

4-BXyl-1 (102,18)

4-BXyl-4 (77,00)
4-BXyl1-3 (74,31)

T

il

59,91 (4-uXyl-1)

57,10-56,95 (3-OCH3/AF)

L

21,50

I

17,15 (CH3/Rhap)

4-BXyl-2 (73,26)

4-BXyl1-5 (63,56-63,38)

DMSO (39,595)

Figure 40 : Spectres 13C-R.M.N.de la fraction S01-B:

A: Spectre total (10-190 ppm)

Légendes: AC= Acide coumarique, AF= Acide férulique,

DF= Acide diférulique.
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Légendes: @= Dérivés phénoliques (AC ,AFou DF) ; AX= Arabinoxylane ;
(@)-AX= conjugués de @ , AX ; All= Arabinanes ;

AGII= Arabinogalactanell ; Ag-= Arabinosyle lié en O-3 du xylosyle ;
Ao-= Arabinosyle lié en O-2 du xylosyle.
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Tableau XIX : Déplacement chimique 6 du spectre C-RMN de la fraction S01-B

Composition Déplacement chimique & (ppm)
en résidus liés C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
D-Xylosyle
B-Xylp- 102,22 73;26 - - 65,75
4-B-Xyl- 102,18 “n- 74,31 717,00 63,56
2,4--Xyl- - 77,50 63,38
2,3,4-p-Xyl- 100,72 74,31 717,00 77,00 63,06
L-Arabinosyle
oc-Araf 108,13 (A;X) 81,85 71,50 84,63 62,00
109,64 (A,X) -n- -u- - -
5-o0-Ara- 108,13 77,33 83,01 67,60
3,5-a-Ara- 108,13 - 79,85 82,75 -
D-Galactosyle
B-Galp- 104,11 71,43 73,56 69,49 75,65 61,61
3-B-Gal- 103,95 70,81/70,97 81,56 69,07 76,76
6-B-Gal- 103,77 . 70,49 80,70 -n- 69,84
3,6-B-Gal- 103,21 71,81/72,01 81,66 (GG4/AG,) 69,32 73,95 (GGy) -u-
70,49 (AGg) 79,85 (AGy) 75,15 (AGg)
Autres
a-Rha- 101,24 71,43 70,81 73,36 69,49 17,15
(4-OMe)-GlcA- 98,13 - - - -
Acétyl- 21,50
C/F/DF- 127,26-128,16 56,94 (CH50-)
AF-A-3-B-Xyl- 101,64
AF-0-Xyl-1- 59,91 72,01

- (-+-): Signifie le report de la valeur située au-dessus

- (AgX) et (A9X), correpondent respectivement aux motifs suivants: Ara(1-3)Xyl et Ara(1-2)Xyl

- GGg: Gal—»6(3 Galactane): Galactose lié en O-3 substitué par un galactosyle en O-6.

- AGg: Gal—3(6 Galactane): Galactose lié en O-6 substitué par un arabinose en O-3.

- AGg: Gal—6(3 Galactane): Galactose lié en O-3 substitué par un arabinose en 0-6.

Les valeurs en gras représentent les signaux caractéristiques des molécules.
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résidu fucosyl (Bradbury et Jenkins, 1984), ce qui est en accord avec les trés faibles proportions

(0,3 %) constatées par analyse chimique (Tab. XIV).

D'autres signaux qui définissent habituellement cette catégorie de polysaccharides sont

également présents (Tab. XX, Fig. 41B) (Joseleau et Chambat, 1984 ; Cartier, 1986 ; Ryden et

Selvendran, 1990). Les signaux de résidus xylose contribuent & cette caractérisation du

xyloglucane.Ainsi,

les 8(o-Xyl-2) substitué a 80,55 ppm, 80,92 et 79,96 correspondent

respectivement aux unités B-Gal(1-2)a-Xyl- (Joseleau et Chambat, 1984), a-Xyl(1-52)a-Xyl- et

Ara(1-2)o-Xyl- (Ryden et Selvendran, 1990). Ces deux derniers ne sont qu'a 1'état d'hypothése .

Le 3 (Xyl-2) du xylosyl terminal est signalé a 71,79 (Ryden et Selvendran, 1990).

3
Tableau XX : Déplacement chimique 8 du spectre ' C-RMN de la fraction Pnr

Composition

en résidus liés
D-Glucosyle

B—Glcp-
4-3-Gle-

4,6-p-Glc-

D-Xylosyle
a-Xylp-
2-a-Xyl-

D-Galactosyle
B-Galp-

Acétyl-

C1
102,91
102,79

102,73

99,43
99,29

104,83

Déplacement chimique & (ppm)

C-2 C-3 C4

72,69 74,69 79,36/79,60
C-2/(73,58/73,45/173,39)/C-5

71,79 (73,58/73,45/73,39)

80,55 (GX) -
80,92 (XX)
79,96 (AX)
72,13 73,80 70,07
20,82 (CH;) 175 (=C=0)

C-5 C-6
60,89

74,82 69,24
67,00

61,84/61,59
64,27
75,61 62,20
61,84/61,59

- (XX, GX et AX) représentent respectivement les motifs suivants: o-Xyl-a-Xyl-, Gal-o-Xyl- et Ara-o-Xyl-

- Les valeurs indiquées en gras représentent les signaux caractéristiques de molécules.
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Par

102,79

104,83 102,73 99,43
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i
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Figure 41 : Spectres 13C-R.M.N.de la fraction Pnr :

A: Spectre total (10-190 ppm) avec en médaillon le détail des
carbones anomériques C-1

B: Spectre détaillé de la zone (60-90), voir page suivante

Légende: DMSO = Dimethylsulfoxyde
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Enfin, I'analyse des liaisons par méthylation (Tab.IV) est généralement en accord avec ce

spectre, en donnant le motif octasaccharide (XG-8) dont la composition est:

-4-B-Gle (20,8): -4,6-B-Gle (28,2): 2-0.-Xyl- (9,1): B-Gal- (10,3): a-Xyl- (16,5)

(AcO)» -B-Gal

\!
2
o-Xyl
\)
6
—4)B-Gle(1—54)B-Gle(1—+4)p-Gle(1—4)p-Gle(1-4)p-Gle— XG-9)
6 6
T T
o-Xyl o-Xyl

Cette structure est représentative du motif structural des xyloglucanes acétylées (York et
al.,, 1988 et Fanutti et al, 1991). Cette sous-unité est conforme aux structures II et III de
l'oligosaccharide B définies par Fanutti et al. (1991). Le xylosyle substitué est confirmé par le
signal de son C-5 & 64,27 ppm. La présence d'acétyle lié au galactosyle (York et al.,, 1988) est
indiquée par les signaux & 20,82 et & 175 ppm environ. Toutefois, 1'attribution des signaux
particuliers (73,39, 73,45 et 73,58) n'est que provisoire, faute de données référentielles. Aussi, les
deux derniers correspondraient respectivement aux Gle-5 et Glec-2. De méme, les 64 61,84 et 61,59
ppm sont attribuables aux Xyl-5 terminal ou au Gal-6 acétylé. Finalement, dans cette fraction
relativement homogeéne, la coexistence de la cellulose résiduelle avec les xyloglucanes est

probable.

e)- Fraction P01-B

Cette fraction qui est éluée apres la précédente (Fig. 37-11, p. 112) contient principalement
des xyloglucanes acétylées (Tab. XXI, Fig.42-A, B et C) quelques traces de xylane (C-1: 102,17 ppm
et 100,72 ppm) et de galactomannanes (C-1: 104,49 ppm). La présence de 104,25 ppm précédemment
citée dans Snr-B comme étant un B-galactosyle terminal particulier, supposerait une liaison sur
la xylane bien que le second signal & 103,77 ppm n'est pas décelé. Inversement, le signal 103,77
ppm est observé dans S01-B sans le 104,25 ppm (Fig. 40B). Aussi, ces deux valeurs seraient
indépendantes, a priori. Toutefois, 'hypothése de galactoxylane s'appuie sur la coexistence de

ces signaux avec ceux des xylanes dans des fractions différentes (surnageant et précipité).
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3
Tableau XXI : Déplacement chimique d du spectre ' C-RMN de la fraction P01-B

Composition Déplacement chimique 8 (ppm)
en résidus liés | C-1 C-2 C3 C-4 C-5 C-6
D-Glucosyle
B—Glcp- (102,91) 60,90
4-p-Gle- 102,81 72,70 74,67 79,36/79,60 74,81 69,26
4,6-p—Glec- 102,75 C-2/(73,59/73,46/73,40)/C-5 67,00
D-Xylosyle
a-Xylp- 99,45 71,80 (73,59/73,46/73,40) 61,85/61,60
2-a-Xyl- 99,30 80,56 (GX) 64,26
81,05 (XX)
80,00 (AX)
D-Galactosyle
B-Gal,- 104,85 72,14 73,81 70,08 75,63 62,21
Acétyl- 20,82 (CH;-) 175? (=C=0)
Xylosyle
B-Xylp- (102,22) 73,25 - - 65,71
4-p-Xyl- 102,17 74,27 77,00 63,56
2,4-p-Xyl- 77,50 63,40
2,3,4-p-Xyl- 100,72 74,30 (77,00 (=n-) 63,08
B-Galp- 104,25 (70,60) 69,52 76,90 (61,60)
3,6-B-Galp- 69,83
Autres
4-B-Manp- 104,49 70,60 (B) 72,04 79,36/79,60 75,43 (60,90)
4,6-f-Man- 73,59
a-Galp- (99,30) (69,19) 69,90 (70,08) 71,60 61,70

- XX, GX et AX représentent respectivement les motifs suivants: a-Xyl-2-O-0-Xyl-, B-Gal-2-O-0-Xyl-, et
Ara 2-O--0-Xyl-

- Les chiffres entre parenthéses désignent des valeurs masquées, insignifiantes ou mal résolues

- Les valeurs indiquées en gras représentent les signaux caractéristiques des molécules
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P01-B

45
102,81 99,

102,75 lﬁk.
104,85

99,30

102,17

100,72

104,25

g-Glec-1
a~Xyl-1

E-Gal-lll

et

o 3§

Figure 42 : Spectres 13C-R.M.N.de la fraction P01-B :

A: Détail des carbones anomériques C-1
B:Spectre total (10-200 ppm)
C : Spectre détaillé de la zone (60-82,5 ppm)
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f)- Fraction P03-B

L'analyse de la composition en monosaccharides de cette fraction avait permis de la
considérer comme formée de fragments pectiques dont la moitié de la masse était constituée de
chaines latérales d'arabinogalactanes. La déduction provenait de la connaissance des
structures classiques de pectines fortement substituées, sans qu'aucune donnée n'ait réellement
étayé la proposition.

L'étude du spectre général de ce polymére (Fig. 43) permet immédiatement de confirmer
la pre}niére qualification proposée. En effet, 1a présence des larges signaux a 174,87 ppm, 99,94-
99,50, 78,38 et & 72,15, (Colquhoun et al., 1990 et Odonmazig et al., 1992) concrétise la nature
pectique de la fraction (Tab. XXII). Le premier § provient de la résonance du C=0 du GalA-6.
L'abondance des signaux compris entre 68 et 70 ppm ne permet pas de dicerner ceux relatifs aux
C-2 et C-3. Ce sont les acides galacturoniques qui sont majoritaires (Tab. XIV) puisqu'ils
représentent 36 % des monosaccharides contre 5,1 % d'acide glucuronique. L'étalement et
T'atténuation de ces signaux sont dus & la diversité des substitutions et des liaisons du GalA mais
également & une certaine difficulté de résonance provoquée par la rigidité de la fonction
carbonye. Il apparait qu'une partie du GalA soit estérifiée en C-6 par un groupement méthyl,
comme l'indique le signal & 53,70 ppm (Schols et al., 1990-b). Un autre 8 & 56,25 ppm correspond
également & un méthyle, mais lié cette fois par une liaison éther sur le C-4 du GlcA. Le fait que le
composé (4-0-Me-GlcA) n'a pas été détecté par CLG confirme que lorsque sa teneur est en limite
de détection, l'existence du signal caractéristique du méthyle permet son repérage (Léon de
Pinto, 1991). L'acide glucuronique (5,1%, Tab. XIV) est détectable par le signal 4 98,26 ppm (C-1).

Par ailleurs, la présence du signal a4 20,80 ppm (Fig. 43A) indique probablement la
présence de groupes acétyl, substituant le GalA en O-2 ou O-3 (Schols et al., 1990-b ; Odonmazig et
al., 1992). Enfin, le doublet & 17,15 ppm, correspondant au C-6 des rhamnosyles terminaux et liés
qui composent la RG I (Joseleau et Chambat 1984-b ; Colquhoun et al, 1990), compléte la
caractérisation du squelette pectique. L'absence de signal & 18 ppm environ marquant la
présence du fucosyle qui caractérise la RG II, n'est pas surprenante car ce résidu n'est décelé
qu'a un taux de 0,4 % (Tab. XIV).

En outre, la présence du galA et du Rha déja signalée précédemment, est matérialisée
par une série de signaux entre 96,91 et 92,34 ppm (Tab. XXII, Fig. 43B). Ceux-ci correspondent aux
8 anomériques des galacturonoyles situés aux extrémités réductrices des chaines principales des
pectines, d'une part I'oligoRG I & 93,00 et 96,91 ppm (Colquhoun et al,, 1990), et d'autre part a 92,34

et 96,00 ppm pour l'oligogalacturonane (Hricovini et al. 1991). Par ailleurs, les 8 du GalA 1ié
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3
Tableau XXII: Déplacement chimique & du spectre ' C-RMN de la fraction P03-B

Composition Déplacement chimique 8 (ppm)
enrésidus liés C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
L-Arabinosyle
oz-L-A.raf - 109,65 81,93 (77,32) 84,65 61,89
5-a-Ara- 108,22 77,32 83,00 67,09 (AG)
66,50/67,60 (AA)
2,5-Ara- -u- -n- - e -
3-0-Ara- 107,69
3,5-0-Ara- -n- -n- (79,88/79,72) 82,87 -n-
Ara 107,00
D-Galactosyle
B-Gal- 104,87 71,81 73,36 RGD 69,54 75,09 (GG) 61,62
104,12 73,88 (GG) 75,63 (RGI)
3-B-Gal- 103,96 70,85 81,52 69,07 76,79 Coe-
3,6-B-Gal- 103,27 71,81 81,52(GGg) 69,32 (GGg) 74,00 70,00
74,00 (AG3) 69,07 (AGy)
L-Rhamnosyle
o-Rha- 101,24 71,43 70,85 73,36 69,54 17,15
4-o-Rha- - - 81,52 -n-
2-o-Rha- 99,94-99,50 76,79 70,00 72,70 69,54 -n-
2,4-0-Rha- (77,34) 81,20 69,07
D-Galacturonyle
o-GalA- 99,94-99,50 - - - - -
4-0-GalA-1 (HG) (69,07) 69,32-69,54 78,38 72,15 174,87
4-GalA 92,34 (o)
96,00 (B) -n-
4-a-GalA- (RGD) 98,26 72,15 -n- 74,00
4-GalA 93,00 (o) -n-
96,91 (B) -n-
-(6-OMe)-GalA- 53,70 (6-OMe)
Autres
4-B-Xyl- - - - - 63,54
GlcA- 98,26 - - 0-Me/ 56,25 - 174,87
Acétyl- 20,80 174,87

Cf légendes précédentes pour AG, AGg et AGg . RGI

rhamhogalacturonane I; HG : Idem pour 'homogalacturonane

: Relatif & la chaine principale

de la
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174,87

(C=0 / GalA-6 , Acétyl) , GlecA-6)

P03-B

Rha-1

=
)
=

— Gal~2,~4
- T-Ara-5
s —— — TGal-6
=l == s (-0CH, / 4-0MeGleA)
- ~ 53,70 . )
e (—ocﬂs / 6-0MeGalA)
o
- = DMSO  (39,60)
s _-é— —
-]

20,80 (City/ Ackeyl)

17,15  (Rha-6)

Figure 43 : Spectres 3C-R.M.N.de la fraction P03-B :

A: Spectre total (10-200 ppm)
B: Spectre détaillé de la zone (60-110 ppm)

Légendes:

- C-1, C-2,...C-5, de I'arabinosyle A-1 ou Ara-1, le méme en position
terminale (T- a-Ara-1, T-A-1 ou TA-1) et I'arabinosyl réducteur (R-Ara-1).
C-1, ..., C-6 du galactosyle : G-1 ou Gal-1,.,

- G6, C-1,..., C-6 de l'acide galacturonique : GalA-1, et R-(a,b)-GalA-1, le
galacturonosyl réducteur. Il en est de méme pour les autres
monosaccharides.

- OR : Oligosaccharide, RG correspond au motif du rhamnogalacturonane I
tandis que HG se rapporte a celui de 'homogalacturonane.
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différent selon qu'il fait partie d'une homogalacturonane (HG:99,50-99,94) ou d'une
rhamnogalacturonane I a 98,26 ppm.

Il résulte de ces observations que la fraction considérée pourrait étre formée par des
polyméres, aisément précipitables par 1 volume d'éthanol absolu, présentant des successions de
blocs alternés de RG I et d'homogalacturonanes, conformément au modéle classique proposé par
Jarvis (1984). De plus, il s'y trouve également des oligosaccharides, révélés par les signaux des
GalA réducteurs. Leur présence dans la fraction ne peut s'expliquer que parce que ces
oligosaccharides sont alourdis par des chaines latérales volumineuses ou bien parce qu'ils sont

associés latéralement & des chaines plus longues d’homogalacturonanes, par l'intermédiaire
d'ions divalents (Ca**), selon le modéle egg-box qui peut se mettre en place lorsque les

oligogalacturonates atteignent un DP minimum égal 4 7 ou 9 (Marga et al. 1990). Ce dernier
argument est plausible puisque aucun chélateur de cations divalents (EDTANay) n'a été utilisé
durant la préparation.

Enfin, un dernier signal (8= 95,00 ppm) n'a pas pu étre attribué, faute d'avoir trouvé un 8
comparable dans la littérature. En considérant les données concernant cette fraction, deux
hypothéses viennent a l'esprit ; la premiére est relative au fait que le § du C-1 d'un GalA
réducteur substitué par un méthyle ou un acétyle pourrait étre déporté ; la seconde correspondrait
également & une déviation du C-1 d'un GalA associé a un xylosyle lui méme signalé par le 64 63,
54 ppm, selon Colquhoun et al. (1990), pour constituer une région de xylogalacturonane.

Pour ce qui concerne les résidus arabinosyl, on observe 5 signaux anomériques distincts
(105,10 a 109,65 ppm) dont celui 4 108,22 ppm (T/5-Ara-1/RG I) est le plus intense. Ce dernier,
couplé aux 8 & 77,32 et 83,00 ppm, désigne les 5-arabinanes I branchés a la RG I (Schols et al., 1990-
b ; Odonmazig et al., 1992), et avec le § 4 105,10 ppm (Ara.p-l-) caractérisant les arabinanes II
(Hervé du Penhoat et al.,, 1987 ; Swamy et Salimath, 1991). La présence des 3-arabinanes est
indiquée par le signal 4 107,69 ppm (Varljen et al., 1989) qui est en rapport avec ceux a 79,72-79,88
ppm. Ces catégories d'arabinanes sont effectivement liées au RG I car si elles étaient libres, elles
seraient dans une fraction de polyméres neutres, comme ceux qui ont été identifiés dans la
fraction Snr-A avec les 6 des T/5-Ara-1 4 108,96 et 109,01 ppm. Par ailleurs, les signaux a 109,65
ppm (T-Araf-1 / AGII) et 107,69 ppm (3,5-Ara-1 / AGII) correspondent aux arabinosyles qui
substituent les 3,6-galactanes pectiques ou protéiques pour former les arabinogalactanes II
(Saulnier et al., 1992). Ces arabinanes sont probablement différentes de celles identifiées dans
les fractions Snr-B et S01-B par le fait que leurs 5-Ara-1 respectifs soient a 108,22 et 108,13 ppm.
Une autre arabinane serait indiquée par le 8 4 107,00 ppm qui correspondrait a la substitution en

0-3 de la 3-arabinane.
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Quant aux galactanes II, elles sont identifiées par leurs trois carbones anomériques a
103,27, 103,96 et 104,12 ppm. Ces valeurs sont caractéristiques des 3,6-B-galactanes substituées en
0-6 par des chaines latérales d'arabinanes (Joseleau et Chambat, 1984 ; Varljen et al., 1989 ;
Colquhoun et al., 1990). Ceci explique la différence de 3 des 5-Ara-1 constatée ci-dessus. En effet,
le signal a 108,13 ppm définit l'arabinoxylane tandis que celui a 108,22 ppm marque
I'arabinogalactane II. Par ailleurs, les signaux 104,25 et 104,11 désignant un B-Gal-1 terminal
ou substitué en 0-3, correspondraient au galactosyle branché sur le rhamnosyle de la RGI.
D'aprés Colquhoun et al. (1990), ils sont attribués aux motifs Gal(1-—+4)Rha- et
Gal(1-»4)[GalA(1—-2)]Rha-. L'absence du signal 4 103,77 ppm signifie que la fraction P03-B ne
renferme que des polysaccharides pectiques a 3-8-galactanes substituées en 0O-6 par des
arabinoxyles, soient des arabino-6,3-B-galactanes.

En définitif, 1a fraction P03-B est effectivement constituée de polysaccharides pectiques.
Cette identification a été faite principalement par analyse spectroscopique (13C-RMN) basée sur

des données de référence et comparatives et sur sa composition en monosaccharides.

IV - CONCLUSION

Comparativement aux résultats du chapitre I, on est passé de trois & une vingtaine de
fractions au sortir de la chromatographie d’échange d’anions, sans tenir compte des oligo- et des
monosacchariques. Dans I’ensemble, on retrouve les principales catégories de polysaccharides
proposées au chapitre précédent mais la caractérisation est affinée par la mise en évidence de
fractions particuliéres. Certaines présentent des compositions et des structures charniéres,
intermédiaires entre deux ou plusieurs classes de polysaccharides, comme Snr-C, S01 et S03, qui
sont respectivement des arabinogalactanes II pectiques, des xylanes et des arabinogalactanes II
pectiques avec des protéines. D'autres sont assez homogénes pour étre considérées comme pures
(Snr-A et Pnr). De méme, des fractions riches en fucose qui témoigne de la présence de RG I, ont
pu étre isolées, par exemple S05-B. Ainsi, seules les fractions caractéristiques et représentatives
ont été analysées par méthylation et par chromatographie liquide-gaz couplée a la spectrométrie
de masse, afin de préciser leur identification. Ces analyses sont complétées par la spectroscopie
13C-RMN qui permet de déceler des variabilités structurales non déterminées par la
méthylation. De fait, l'utilisation de la 13C-RM.N. doit actuellement précéder toute
investigation analytique, de fagon a mieux adapter les protocoles d'étude en fonction de la nature
des fractions préalablement isolées par des méthodes simples comme celles qui ont été utilisées

dans cette étude.

Par ailleurs, I'hypothése de l'existence d'enzymes endogénes est soulevée par les
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caractéristiques de certains polysaccharides :

- la présence de rhamnose en positions réductrice (P1i, S1 P6 P3, chapitre I) et terminale
P03-B, chapitre II) témoigne de 1'éventualité d'une nouvelle activité "Rhamnogalacturonase”
coupant entre le rhamnosyle et I'acide galacturonique ;

- Ce dernier en extrémité réductrice (P03-B, chapitre II) signale I'action des pectinases
telles que les endo-polygalacturonases ou les Rhamnogalacturonases de type Aspergillus
aculeatus (Schols et al., 1990a).

- I'absence de galactose & I'extrémité réductrice deé polysaccharides et sa présence dans
les oligosaccharides (cf. chapitre I) supposent que les galactosidases, probablement des
endogalactosidases, n'agissent plus sur les galactanes résiduelles du milieu de culture.
L'explication complémentaire serait que ces derniéres sont intégrées dans des structures
complexes comme les arabinogalactanes pectiques et protéiques, bloquant ainsi l'action des
galactosidases qui n'agiraient que sur des substrats linéaires. Ceci semble étre en accord avec
les structures des polysaccharides galactosylés (mannanes et arabinogalactanes) dans lesquels
le galactosyle appartient & une chaine latérale plus ou moins ramifiée.

Enfin, la stratégie est limitée dans I'étude fine de la structure des polysaccharides
contenus dans les fractions de composition intermédiaire. En effet, le cas de la fraction Snr-A a
permis de constater le manque de cohésion absolue entre les analyses par RMN et par
méthylation, méme si cela est inhérent & la limite des méthodes et a l'irrégularité intrinséque
des structures des glucides végétaux. A la différence des glucides bactériens, les polysaccharides
végétaux n'ont pas de motif aussi régulierement agencé, C’est pourquoi, l'utilisation de méthodes
complémentaires appropriées (enzymes et coupures chimiques spécifiques) alliée aux notions
d’oses réducteurs et de liaisons caractéristiques permettra d’élucider les relations entre

polysaccharides.



CHAPITRE III

Relation structurale

entre

les polysaccharides pectiques

et

les xylanes

“Tout apprentissage exige ce voyage avec lautre et vers Ualtérité.
Pendant ce passage, bien des choses changent.”

M. SERRES, Le Tiers-Instruit, 1991
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I-INTRODUCTION

L’étude précédente a permis de déterminer les fractions intéressantes dans le but de
poursuivre la caractérisation structurale et de mettre en évidence des relations covalentes entre
certaines catégories de polysaccharides, en particulier les polyméres pectiques et les xylanes.
Ceux-ci ont souvent été obtenus ensemble dans des préparations de polysaccharides pariétaux ou
d’exopolysaccharides de suspensions cellulaires et ont été considérés comme des mélanges de
molécules différentes (Keegstra et al., 1973). Ces auteurs, ainsi que Chambat et al. (1984), ont
suggéré 'existence de liaisons covalentes entre les polysaccharides pariétaux, a 'exception de la
cellulose. L’utilisation de combinaisons de méthodes enzymatiques et chimiques a permis la
mise en évidence de liaisons covalentes alcalilabiles entre le xyloglucane et les polysaccharides
pectiques. Selon Talmadge et al. (1973), des chaines latérales de 4-galactane pectique
interviendraient également dans la jonction avec le xyloglucane. C’est & partir de ces travaux
que I'équipe d’Albersheim a proposé un modeéle structural de la paroi cellulaire d’érable (cf.
Fig.2, Généralités p. 7 ) et que Fry (1986) a élaboré son modéle des interconnections (cf. Fig 16,
Généralités p. 42).

Par ailleurs, la mise en évidence de la participation structurale des acides phénoliques
(acides férulique et coumarique) dans certains arabinoxylanes (Nishitani et Nevins, 1989 ; Ishii
et Hiroi, 1990a-b et Ishii, 1991) et dans des polysaccharides pectiques (Fry, 1982a), compléte ces
travaux antérieurs. L’hypothése des relations entre les xylanes et les polysaccharides pectiques
(Selvendran et King, 1989) en découle. Toutes ces données associées aux résultats du chapitre II
montrent que certaines fractions ( Snr-C, S01A et B et S03) possédent des caractéristiques
permettant Pétude détaillée des relations interpolysaccharidiques.

Notre stratégie differe de celle de I'équipe d’Albersheim (Keegstra et al., 1973) dans la
mesure ou elle fait appel & des dégradations enzymatiques sur des fractions uniformes et
homogénes d’EPS, obtenues aprés plusieurs étapes de purification. En outre , elle prend en compte
la nature de l'ose réducteur des fractions issues de 'hydrolyse enzymatique pour contrdler
Tuniformité de la spécificité de l'enzyme et la régularité structurale des hydrolysats. Par
exemple, des xylanes soumises 4 une xylanase pure ne donnent que des fragmenst de xylanes
dont T'ose réducteur ne peut &tre que du xylose. Par conséquent, toute déviation & cette régle

renseigne sur la structure du substrat.
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IT - PRESENTATION DES METHODES

Les méthodes de dosage, de quantification et de caractérisation sont celles utilisées dans

les deux chapitres précédents. Seuls les protocoles spécifiques & chaque étude seront décrits.

A.- Etude de la fraction pectique (Préparation d’arabino-galactanes II)

L’étude du surnageant éthanolique Sol (équivalent & S”; du chapitre IT) comprend une
hydrolyse enzymatique suivie de plusieurs purifications, selon le protocole décrit a la figure 44.
Malgré la précipitation par 3 vol. ’EtOH absolu de Sol, on peut considérer que la fraction F05-1

équivaut a I'ensemble des fractions S03, S05-A et S05-B (cf. chapitre II), débarrassé des éventuels
oligoméres libres.

Le protocole établi (Fig. 44) comprend 2 chromatographies d’échange d’anions distinctes,
effectuées sur le méme type de résine mais différant par leurs séquences d’élution : eau distillée
puis successivement des solutions de NaCl 0,1 et 0,5 M (I) et eau distillée puis directement NaCl

0,5 M (II).
1- Action de la pectinase sur la fraction pectique F05-I

500 ul de la fraction F1 (cf. Annexe 4) de la pectinase (E.C 3.2.1.15, 0,26 U/mg,
Aspergillus niger, Serva) sont utilisés pour hydrolyser 25 mg de la fraction F05-I dissoute dans 15
ml de tampon AcONa 50 mM, pH 4,5. La réaction a lieu pendant 24 h i 40° C, en présence de
tolugne. 25 mg d’acide pectique de citron traités simultanément dans les mé&mes conditions,

serviront de témoin.
2 - Isolement des produits de ’hydrolyse

Aprés une précipitation éthanolique (3 vol.) de ’'hydrolysat (Fig. 44), le précipité PII
obtenu subit une deuxiéme DEAE (II) qui donne une premiére fraction non retenue (Fnr-II) et une
seconde (F05-II), éluée par NaCl 0,5M. Cette derniére est successivement chromatographiée sur
Séphacryl $400 (75x2 cm) et S200 (115x2 cm) avant d’étre analysée par 13C-RMN (15,0 mg / 0,5 ml
D,0) et par méthylation. Par ailleurs, une chromatographie d’exclusion sur Biogel P2 20-40 mesh
(129x2,7 cm ; 30 ml/h) sépare le surnageant SII en deux fractions F2-A et F2-B.
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Sol (Surnageant 1 vol. de EtOH)

<— | Précipitation éthanolique
( 8vol., abs. )

Pl (Précipité I)
DEAE A-25/Cl | (D) - Far-1 (Fraction non retenue)

- F01-I (Fraction éluée par NaCl, 0,1M)

I > - FO5-I (Fraction éluée par NaCl, 0,5M)

1)- HYDROLYSE par la ''Pectinase Serva' , |
2)- Précipitation éthanolique (3vol., abs.)

l

PII (Précipité IT) SII (Surnageant II)

‘ l

DEAE A-25/CU | (II)

Biogel P2 /(AcONa)

l 2N

- Fnr-Il1 (Fraction non retenue)

F2-A

7|

- F05-1I (6luée par NaCl, 0,5M) Biogel P6 /(AcONa)
= FR-P +G-10 (H20)

l / \ HW - 40 (AcOH, 5%)
$400/ AcONa F6-A F6-B / \

$200/ H,0

F40-A, B, (-C), -D, -E

Figure 44 : Protocole d'étude des polysaccharides acides du surnageant Sol

Obtention de la fraction résistante & la "Pectinase” : FR-P
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Seule la premiére est analysée parallélement par chromatographie d’exclusion sur
Biogel P6 (54x1,8 cm ; 8 ml/h) et par CLHP (HR16, 50x1,6 cm ; 0,5 ml/mn) sur Fractogel TSK HW-
40S (Merck), associée a une détection au réfractométre (Knauer). Les fractions, issues du Biogel
P6, sont désalées sur Séphadex G-10 (52x1,8 cm ; 8 ml/h) pour obtenir les fractions F6-A et F6-B.
Toutes les analyses chromatographiques a4 basse pression sont suivies par une détection

spectrophotométrique 4 206 nm et par dosage colorimétrique au phénol sulfurique.

3 - Composition

Seules les fractions résultant des derniéres étapes de purification ont été analysées par
CLG sous formes de dérivés peracétylés (AA) et/ou triméthylsilylés (TMS) selon les méthodes

décrites précédemment (cf. Annexe 3 et chapitres I et II).

B.- Utilisation de Pendo-8(1,4)-xylanase “39” sur une fraction de xylanes

Le caractére particulier (intermédiaire) de la fraction S01-A issue du chapitre II permet
Iétude des interactions structurales entre les xylanes et les polysaccharides pectiques. La
réalisation de cet objectif a nécessité la vérification de 'homogénéité de S01-A et P'utilisation
d’'une enzyme pure et caractérisée, telle que l'’endo-8(1,4)-xylanase de 39 KDa isolée du

Clostridium thermolacticum (Debeire et al., 1990).

1- Etude de I'homogénéité de la fraction S01-A

Des contrdles de ’homogénéité moléculaire sont effectués par différentes approches

(Fig.45).

a)- Chromatographie

x- Exclusion stérique de masse (CESM) surBiogel P2 (eau UHQ), sur Séphacryl S500

(eau UHQ) puis en série sur S200 avec divers tampons d’élution { AcONa 50 mM a pH: 4,5 et &
pH:7,1 puis AcOH 1%.). Le fractionnement direct par 'eau UHQ sur la S200 fournit deux
fractions, S200-I et S200-II, qui subiront I'étape suivante (LS-DEA) et dont la composition sera

établie par I'analyse des dérivés peracétylés (AA) et triméthylsilylés (TMS).



158

S01-A (Chapitre II)

!

Biogel P2 | (H,0)

1)- Séphacryl S500
(H30)

2)- Séphacryl S200
(AcONa, 50mM, pH: 4,5)

3)- Séphacryl S200
(AcONa, 50mM, pH: 7,1)

4)- Séphacryl S200
(AcOH, 1%c)

l

5)- Dialyse et Lyophilisation
6)- Précipitation au BaClg

l

SBa PBa

l

7)- Séphacryl S200
(Hy0)

/

S200-I

'

LSDEA (I)

'

LS-02 LS-05

$200/ (H,0)

S200-11

)

LS DEA (ID

!

FI FI1I FIII FIV

Figure 45 : Protocole de purification de la fraction S01-A
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x- Echange d’anions sur Sphérosil LS DEA (IBF, France). La matrice du gel utilisé

est a base de silice et 1égérement hydrophobe, si bien qu’il faut ’hydrater progressivement par des
solutions aqueuses d’éthanol de degrés décroissants avant de I'activer et de I’équilibrer dans le
tampon aqueux. La colonne, de dimension 10x2 ¢m, est conditionnée dans le tampon AcONa de
50 mM & pH 6,6. Une partie de la fraction S200-I (6,2 mg) est éluée par un gradient continu de
NaCl de 0 & 0,2 M, puis par des gradients discontinus de 0,5 M et 1 M. Parallélement, 5,0 mg de
S200-11 sont analysés avec un gradient continu de NaCl de 0 & 0,15 M. Les profils d’élution sont

enregistrés en UV a 206 nm et contrdlés par dosage colorimétrique (phénol sulfurique et m-HDP).
b)- Par précipitation au BaClg (Taiz et Honigman, 1976)

8 ml d’une solution de BaCl,; 0,34%0 sont ajoutés goutte & goutte a une solution de S01-
A (20 mg/20 ml NaOH 1,25%0) jusqu’a 'apparition d’'un trouble dans le mélange réactionnel.
Celui-ci est laissé 30 mn a 4°C avant de le centrifuger. Le surnageant SBa est neutralisé 4 pH 6,5-
7,0 avee de Pacide acétique glacial cependant que le précipité PBa est repris dans I'eau. Ces deux
solutions sont précipitées a I'éthanol et les culots obtenus sont redissous dans Peau distillée avant
d’étre chromatographiés sur un gel Sephacryl S200. Finalement, leur composition est analysée

par triméthylsilylation et par peracétylation.
2)- Hydrolyse par I'endoxylanase “39”

Une part de S01-A (33 mg / 36 ml d’AcONa 50mM, pH 5,8) est traitée par 46,7 UI d’enzyme
4 60°C pendant 6 h (Fig.46). L’arrét de la réaction se fait & 100°C pendant 10 mn aprés addition de 1
ml d’EtOH absolu. La solution refroidie est ensuite précipitée par 3 vol. EtOH absolu et laissée a
4°C pendant une nuit. Une centrifugation permet de séparer un surnageant S3 et un précipité P3,
lequel est chromatographié sur S200. La fraction principale qui en résulte, correspond a la
fraction résistante (FR-X) a I'endoxylanase 39. Celle-ci est caractérisée par sa composition
molaire en monosaccharides, puis par le type de substitution glycosidique (méthylation et dérivés
AAPM) et par spectroscopie 13C-RMN.

Quant au surnageant, il subit une séparation sur des résines Dowex 50x8 et 1x2 montées
en série. On obtient alors une fraction non retenue (FN) et une autre (FH) éluée sur la Dowex 1x2
par une solution de formiate d'ammonium 0,5 M & pH 8. La premiére est analysée sur Biogel P2

par 'eau UHQ et la seconde sur le méme gel équilibré avec AcOH, 5%.. Les fractions issues des
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S01-A (Chapitre II)

l

Hydrolyse par ENDOXYLANASE 39

l

Précipitation éthanolique (3 vol.)

S\

P3 (Précipité)

S3 (Surnageant)

l . D-Dowex 50x8 /(HY)
§200 / (H30) 92)-Dowex 1x2/(HCOO"

(HCOO- NH,*%), 0,5M
FA = FR-X

FH (Fraction Acide brute)

!

FN (Fraction Neutre brute) 1)- Biogel P2 | (AcOH, 5%c)
l 2)- G-10 / (H,0)
Biogel P2 | (H,0) FHE-A
l CLHP | AX-W
F-A FB F-C FD

] !

AX1 AX-2 AX-3
CcCM

Figure 46 : Protocole d’étude de 'hydrolyse de la fraction S01-A.

- Obtention de la fraction résistante 4 'Endoxylanase “39” : FR-X

- Mise en évidence des relations structurales entre les xylanes et les
arabinogalactanes II
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étapes de purification de FN et de FH sur Biogel P2 sont chromatographiées sur couche mince de
silice 60, en présence de mélanges de témoins neutres (TN) et acides (TH) provenant de
T'hydrolyse de xylane de bois de méléze par cette enzyme. Le premier (TN) correspond aux
oligoxylanes de DP 2 & 5 alors que le second (TH) renferme les isoméres de pentaxylosides
[Xyl4(4-O-Me-GlcA) = X,AU] et de hexaxylosides [Xyl5(4-O-Me-GlcA) = X5AU], selon les données
fournies par Debeire et al. (1990). Pour pouvoeir comparer convenablement les échantillons aux
témoins, un coefficient de migration Rx, est défini par rapport au D-xylose.

La totalité de la fraction acide est ensuite chromatographiée sur Séphadex G-10/eauUHQ
(562x1,8 ¢cm). La fraction majeure exclue FH-A (Fig. 46) est analysée par CLHP sur une colonne
d’échange d’anions AX-W (Merck), 10 um (250x4,5 mm). Le gradient binaire discontinu est
réalisé avec de 'eau UHQ et une solution de phosphate monopotassique KH,PO, 100 mM & pH 4,5,
comme suit : 'échantillon de FH-A (300 pg/ 100 pl) est injecté dans la colonne équilibrée dans
Peau UHQ avec un débit de 1 ml/mn. Les tubes contenant 0,5 ml d’éluat sont collectés. La
concentration de KH,PO, est amenée progressivement a 10 mM pendant 15 mn. Cette
concentration est maintenue pendant 5 mn puis est augmentée 4 25 mM en 10 mn. Le tracé de la
concentration de KH,PO, est établi par la mesure de la conductivité de Féluat tous les deux tubes a
raison de 10 pl par injection en CLHP dans une boucle de 10 pl montée sur un injecteur Rhéodyne
7125 directement, relié au conductimétre (Milton Roy). L'étalonnage est effectué par dilution en
série de la solution de KH,PO, 100 mM. Chaque mesure est égale & 1a moyenne de trois injections
par tube et par dilution. Les fractions obtenues sont dosées par les méthodes au phénol sulfurique
et au m-HDP, avec du xylose et de I'acide glucuronique comme témoins. Les compositions des
fractions finales sont déterminées par triméthylsilylation et/ou par peracétylation. La fraction
FH-A issue du G-10 est analysée par méthylation. Les produits méthylés (FR-X et FH-A) sont
hydrolysés en deux étapes, d’abord avec de I'acide formique HCOOH 90 % pendant 1 h 4 100 °C
puis par de TATFA 2 N pendant 2 h & 100 ° C, aprés évaporation a siccité. Finalement, FR-X est

analysée en spectroscopie 13C-RMN a une concentration de 8 mg/0,5 ml de D,0O.
III - RESULTATS ET DISCUSSIONS
A.-Action de la pectinases “Serva”sur une fraction de polysaccharides pectiques
La fraction F05-1 posséde la composition suivante : Rha(7,5), Ara(38,5), Xyl(8,7),

Gal(43,3%mol.). L’objectif de cette étude est d’apprécier la résistance de cette fraction a la

“Pectinase Serva” au moyen de la caractérisation des composés qui résultent de ’hydrolyse.
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Pobservation d’oligosaccharides, produits caractéristiques de chaque type d’activité enzymatique
signifie, & priori, que F05-1 est un mélange hétérogéne de pectines, de xylanes et de B-4-
galactanes. Ainsi, le polysaccharide restant, résistant & la “Pectinase Serva”, sera considéré
comme plus homogéne.

La méthode décrite dans la figure 44 permet I'obtention de fractions représentatives de
Tactivité de la pectinase qui sont réparties en deux catégories:

*)- Les oligosaccharides contenus dans le surnageant SII, qui sont ensuite répartis dans
les fractions F6-A, F6-B, F40-A, F40-B, ..., et F40-E (Fig. 44, 47 et 48).

*)- Les polysaccharides qui sont dans le précipité PII correspondent principalement a la

fraction F05-I1 (FR-P), Fnr-II ne représentant quune quantité négligeable (1 mg).
1)- Les oligosaccharides produits par la “Pectinase Serva”

L’étape préliminaire de leur caractérisation consiste a les séparer par leur différence de
masse moléculaire en utilisant la CESM a basse Biogel (P2 et P6, voir Fig. 44 et 47) et 4 haute
pression (CLHP/HW40, voir Fig. 44 et 48). Un passage du SII (5 mg) sur Biogel P2 donne deux
fractions, F2-A (3,58 mg) et F2-B. La premiére pratiquement exclue présente une courbe d’élution
symétrique tandis que I'élution de la seconde s’étale continuellement (Fig. 47A). Ainsi, a cause
de 'homogénéité apparente et de la prépondérance de F2-A, celle-ci est analysée sur Biogel P6
(Fig. 47B) pour vérifier son homogénéité. La premiére fraction exclue (F6-A = 3,27 mg) est
largement majoritaire par rapport a la seconde (F6-B, 0,31 mg). De méme, la CLHP semi-
préparative sur une colonne HW-40S (Fig. 48) de la fraction F2-A, révéle une grande
hétérogénéité en masse moléculaire, séparant au moins cing pics F40-A (0,34 mg), -B (0,67 mg), -
C (), -D (1,08 mg) et F40-E (0,6 mg). L’analyse de la composition de ces fractions (Tab. XXIII)
montre qu’elles contiennent principalement des oligosaccharides d’arabinogalactane (F6-A,

F40-A) et de 4-O-Méthyl-glucuronoxylane (F6-B ; F40-B, -D, et -E).
a)-Xylanes

L’acide 4-O-Méthyl-glucuronique est principalement présent dans les fractions riches
en xylose, qu’elles soient issues du P6 ou du HW-40 (Tab. XXIII). Ceci démontre que les fractions
F6-B, F40-B, -D et -C sont en majorité constituées d’oligosaccharides de 4-O-Me-

glucuronoxylane. L’homogénéité de leur composition (xylose et 4-0-Me-GlcA) permet de calculer
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Figure 47 : Profils d’élution du contenu du surnageant SII issu de I'hydrolyse de

la fraction pectique F05-I par la “Pectinase Serva”

A :sur Biogel P2 : F2-A et F2-B.
B : Analyse de la fraction F2-A sur Biogel P6 : F6-A et F6-B

Volume mort (Vo) et Volume interne (Vi), en ml
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Figure 48 : Chromatographie (CESM) sur Fractogel HW-40S

A :de la fraction F2-A

B : Etalonnage avec du dextran sulphaté 8000 (D8000), des

oligogalacturonides de DP5 et DP4 et GalA

Volume d’élution en ml et temps de rétention (tr) en min
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Tableau XXIII : Composition en monosaccharides des fractions

chromatographiques de SII et PII

Composition molaire® (%molaire)

FRACTIONS | Rha Fuc Ara Xyl Man Glec Gal GalA GlcA 4-OMeGlcA| DPa
(%p)

F6-A (262)| 6,0 nd 344 16 30 2,7 373 24 10,4 2,2 -
F6-B (25| 2,6 07 5,1 500 68 113 6,0 nd nd 17,2 39
b

F40-A 2,7 ] 9,3 28 59,2 44 1,6 1,9 15,7 3,5 1,6 nd -
F40-B (54) | =nd nd nd 781 20 23 nd nd nd 17,6 5.4
F40-D (8, | 0,6 nd nd 73,7 0,3 1,2 0,5 1,9 tr 21,7 4,4
FA0-E (4,8)| 0,7 nd nd 61,7 12 10,0 12 3,6 tr 21,5 39
FR-P (54,8)| 84 nd 34,5 nd 08 29 478 nd 5,6 nd -

(a) : Valeurs obtenues par CLG (AA et TMS) selon 1a méthode décrite en annexe 3.
(b) : Analyse des dérivés TMS uniquement

(DPa) : Degré de polymérisation approximatif exprimé par le rapport [(Xyl+4-O-Me-GlcA) / 4-O-Me-GlcA]

(% p) : Pourcentage pondéral exprimé par rapport & la quantité de F05-I traitée

(nd) : non décelé

Tableau XXIV : Composition molaire des liaisons glycosidiques

de la fraction FR-P
d d
T.yl?es ¢ % molaire T.y;?es ° % molaire
liaisons liaisons
T-Rhap- 3,0 (0,7 4-Manp- 0,8
T-Araf - 21,7 (5,3) T-Galp- 4,1 (1,0)
3-Araf - 24 (0,6 3-Galp- 6,0 (1,5
5-Araf - 11,2 (2,7) 6-Galp- 53 (1,3)
3, 6-Ga1p- 42,9 (10,5)

Les pourcentages molaires relatifs ont été calculés a partir des aires des pics

corrigées par les facteurs de reponse établis par Sweet et al. (1975).

() : rapport molaire
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un degré de polymérisation approximatif (DPa) exprimé par le rapport [(Xyl+4-O-Me-GlcA) / 4-
O-Me-GlcAl. Il en découle que les DPa des fractions citées sont respectivement 3,9 (F6-B), 5,4
(F40-B), 4,4 (-D) et 3,9 (-C). Ces valeurs calculées sont en accord avec I'étalonnage de la colonne
de HW-40S par des oligogalacturonides de DP5 et DP4 (Fig. 48B). La présence de l'acide
galacturonique dans les deux derniéres fractions indique que les oligosaccharides pectiques
produits par la dégradation enzymatique correspondent & des oligogalacturonides de DP 3 a 4,

d’aprés I’étalonnage.

Par ailleurs, le pourcentage non négligeable (10 %mol.) de glucose dans les fractions
F6-B et F40-E serait da a la présence d’oligoglucanes coéluées (cellulose et xyloglucane), dont le
DPa serait au minimum de 4. Cependant, des oligosaccharides neutres présentant un tel degré de
polymérisation devraient étre retardés sur la colonne de P2 alors que les fractions étudiées en
sont exclues. Il s’avére donc que leur DP réel est plus élevé. Un argument a été apporté lors de la
purification des glycannes extracellulaires de la suspension cellulaire de siléne, réalisée dans
les mémes conditions (Priem, 1990). En effet, le xylomannoside (DP7) et ’oligomannoside (DP6)
sont respectivement élués a 50,1 et 52,3 ml. Les volumes d’élution respectifs des fractions F40-B, -
C, -D et -E étant de 46,8 ml, 48,6 ml, 51 ml et 53,3 ml, le DP des oligosaccharides neutres contenus
dans ces fractions est plus élevé que celui des oligosaccharides acides coélués. Ainsi, les DP des
oligoglucanes contenus dans les fractions F6-B et F40-E sont supérieurs ou égaux a 6 et 7. En
outre, la différence entre les volumes d’élution des xylanes acides présents dans F40-D et -E qui
ont pratiquement le méme DPa (respectivement 4,4 et 3,9) n'est pas compréhensible. La seule
explication serait que le xylose appartenant aux xyloglucosides soit pris en compte dans le calcul

du DPa de la fraction F40-E.

Par conséquent, I'hypothése de l'existence d’oligoxyloglucosides est fort probable car
York et al. (1990), ont montré par une approche similaire, qu’ils ont des DP situés entre 3 et 10.
Elle est corroborée par la correspondance du DPa (3,9) et des pourcentages du glucose entre les
fractions F6-B (11,3 %mol.) et F40-E (10,0 %). Il s’avére donc que la “Pectinase Serva” renferme
des glucanases de type Endo-B8-(1,4)-glucosidases. Cette activité n’avait pas été détectée lors des
essais préliminaires de caractérisation de I'enzyme commerciale (Annexe 4) faute d’avoir
utilisé les substrats spécifiques tels que la cellulose et la xyloglucane (par exemple, la fraction
Pnr du chapitre II).

Il en résulte que les fractions présentent des compositions voisines a I'exception de F40-E
qui contient des oligosaccharides pectiques correspondant a 'excédent de pourcentage pondéral
(2,3 %p), exprimé par rapport & la somme des fractions F6-A et F6-B (Tab. XXIII). Par ailleurs, le

taux pondéral (14,1 %p) des fractions riches en xylanes acide, F40-B et -D, ne semblent pas
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correspondre aux résultats obtenu sur Biogel P6 qui donnent la F6-A majoritaire 4 26,2 %p. En
effet, la distribution des polysaccharides est comparativement inversée sur les deux colonnes.
L’explication probable serait que l'utilisation du HW-40S favorise une sous-estimation du
contenu en arabinogalactane, faute de données complémentaires sur les compositions de la zone
A’ (Fig. 48A) et de la fraction F40-C. De plus, la présence de xylanes acide, marquée par le 4-O-
Me-GlcA (2,2 %mol), dans la fraction F6-A est masquée par les arabinogalactanes. En définitif,
les fractions riches en xylose contiennent principalement des oligosaccharides de 4-O-méthyl-

glucuronoxylane de DP variable avec quelques oligosaccharides pectiques et de glucanes.

b)- Arabinogalactanes

La composition des fractions F6-A et F40-A (Tab. XXIII) atteste qu’elles contiennent
principalement des arabinogalactanes. La comparaison des pourcentages pondéraux montre que
la fraction F6-A majoritaire posséde une composition proche de celle de la fraction minoritaire
F40-A (2,7 %p). 11 est donc concevable qu'une partie non quantifiée sur le HW-40S corresponde &
A’ et F40-C (Fig. 48A), conformément & une remarque formulée précédemment. De plus, la
présence exclusive de I'acide glucuronique dans les fractions riches en arabinose et en galactose
permet de supposer qu'il est impliqué dans la structure des arabinogalactanes. Ceci confirme la
distribution hétérogéne des masses moléculaires du contenu du surnageant SII, et en méme
temps, 'homogénéité ou la régularité des oligosaccharides, arabinogalactane et de 4-O-méthyl-
glucuronoxylane.

En conclusion, 'étude de la composition du surnageant SII montre la diversité des tailles
des oligosaccharides pectiques et  hémicellulosiques (4-O-Méthyl-glucuronoxylane
principalement) qui proviennent de 'hydrolyse de la fraction acide F05-I1. De ce fait, celle-ci est
un mélange constitué de polysaccharides en majorité pectiques et accessoirement
hémicellulosiques. Le bilan chromatographique de SII montre une bonne concordance entre la
quantité traitée (56 mg) et celle obtenue avec les Biogel P6 et P2 (F2-A: 3,6 mg et F2-B: 1,3 mg),
compte tenu du fait que les fractions F6-A et F6-B proviennent de la F2-A,

2)- La fraction résistante a la “Pectinase Serva”(FR-P)
La fraction FR-P, est éluée respectivement a 1,6.Vo et &4 1,1.Vo, au sortir des colonnes de

S$400 et S200. Du fait de 'allure gaussienne des courbes d’élution, la fraction peut étre considérée

comme homogéne, voir pure.
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a)- Composition

Sa composition riche en arabinose et en galactose la caractérise en tant
qu’arabinogalactane. La présence de 5,6 %mol. d’acide glucuronique (Tab. XXIII) confirme la
participation de celui-ci dans la structure des arabinogalactanes (voir SII, ci-avant) qui seraient
alors de type gomme arabique (Stephen, 1983 ; Leon de Pinto, 1991). Par conséquent, puisque la
gommé arabique et la plupart des glucuronoarabinogalactanes sont des produits de sécrétion
(Stephen, 1983), les polysaccharides originels de FR-P pourraient aussi provenir du méme
processus de sécrétion, différent de celui d’'une origine pariétale. La présence de protéines (9%)
dans la méme fraction s’accorde avec cette interprétation. Néanmoins, ’absence d’acide
galacturonique dans cette fraction est trés surprenante, ce qui permet difficilement de la
qualifier d’origine pectique. La composition de cette fraction n’est pas sans rappeler celle de la
fraction S03 (Cf. Tab. XIV, p. 115), ce qui semble normal dans la mesure ol 'équivalent de S03 est

logiquement inclus dans F05-1, comme indiqué précédemment.

La disposition des liaisons glycosidiques (Tab. XXIV) est cohérente avec la composition
en monosaccharides (Tab. XXIII), caractérisée par la prépondérance des résidus arabinose (36,3
%) et galactose (58,3%). Le rhamnose semble, comparativement, avoir subi des pertes alors que
Paugmentation du galactosyle de 10 % proviendrait du mode de calcul sans I'acide glucuronique
ni le glucose. La nature des dérivés analysés montre autant de galactosyles liés en 0-3, 0-6 que
de terminaux, et une forte substitution latérale des galactanes liées en O-3 et O-6 avec 42,9 % de
dérivés 3, 6-Gal. Par ailleurs, la teneur élevée de 'arabinofuranose 1lié en O-5 caractérise les 5-
o-arabinanes qui sont les plus répandues chez les dicotylédones (Darvill et al., 1980 ; Stephen,
1983). La proportion de 2:1 entre les arabinosyles terminaux et les précédents suppose que des
arabinosyles (L-Ara—) et des diarabinosides (Ara—5-0-Ara-—) substituent en 0-6 ou O-3 les B-
galactanes. L’analyse ne permet pas de différencier les deux types de chaines de galactanes. De
méme, 'équivalence des galactosyles liés en 0-6 et de I'acide glucuronique correspondrait aux
disaccharides (GlcA—6Gal—) qui substituent la 3-8-galactane en O-6 et/ou la 6-B-galactane en
0-3. La présence des résidus 3-O-Ara- et T-Rha- serait en rapport avec les chaines latérales
(Rha—/4-GlcA—/6-Gal—)3-Ara— liée en 0-6 ou O-3 des B-galactanes II, rappelant les

polysaccharides des exudats d’Acacia (Stephen, 1983).

En général, la composition de la fraction FR-P ressemble a celle des arabinogalactanes
IT rencontrées dans les milieux de suspensions cellulaires d’Erable (Aspinall et al.,, 1969 ;
Keegstra et al., 1973 et Stevenson et al.,, 1986), de Tabac (Kato et al., 1977a) ainsi que dans les

parois primaires des cellules cultivées in vitro (Keegstra et al., 1973 et Talmadge et al., 1973).
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Toutefois, certaines différences existent entre les arabinogalactanes extracellulaires du
silene (FR-P et S03, voir le chapitre II) et celles de I'érable, notamment au niveau de la teneur en
arabinosyle et rhamnosyle terminaux. Elle est faible chez le siléne puisque le rapport T-Ara-/5-
Ara- est de 1 & 3 contre 4 4 5 chez V'érable (Aspinall et al., 1969 et Stevenson et al., 1986). Ces
différences peuvent étre attribuées a des activités glycosidasiques. Méme si Pactivité
arabinofuranosidase n’a pas été vérifiée dans la fraction F1 “Pectinase Serva”, I'effet de celle-ci
sur les précurseurs de FR-P est peu probable, puisque des fractions correspondantes (P03-B, voir
chapitre II) contenant des arabinanes hydrolysables sont isolées. Ces arabinanes sont
différentes de celle de FR-P puisqu’elles possddent un rapport T-Ara-/5-Ara- égal 4 3 et des
dérivés 3-Ara (5,2 %) et 2,5-Ara (4,5). Par contre, la déglycosylation par des enzymes endogénes
(endo- et exo-glycosidases) est probable, si la présence de celles-ci dans la suépension cellulaire
est confirmée. En effet, 'existence de ces arabinosidases est évoquée au chapitre I suite & la mise
en évidence des arabinosyles réducteurs marquant la présence des oligoarabinosides dans les
surnageants S;Sg et S;PgSg (Tab. VI et VII, p.80-81) et aussi dans les précipités P;i et S;PgPg
(Tab. IV, p. 78). Comme dans le cas de I'arabinane de jus de pomme, Aspinall et Fanous (1984)
expliquent ainsi la différence entre la teneur élevée (56 %) d’arabinosyles liés en 0-3, 5 et
terminaux contenus dans le fruit de pomme et celle obtenue (8%) dans le jus de pomme (Churms

et al., 1983).
b)- Caractérisation par spectroscopie 13C-RMN

La figure 49 montre un spectre dont les signaux sont en parfait accord avec la structure
d’arabinogalactanes II. Une modification des paramétres de mesure est a P'origine du décalage
négatif de - 0,7 ppm entre ce spectre et les précédents. Il en sera tenu compte pour I'interprétation.
Les signaux des carbones anomériques (Tab.XXV) des résidus galactose 4 103,52 ppm, 103,08 et &
102,52 caractérisent respectivement les liaisons en 0-3, en 0-6 et en 0-3, 6 qui définissent les
arabinogalactanes II. L'importance du signal a 102,52 ppm corrobore la prépondérance du
galactosyle disubstitué en O-3 et en O-6 (42,9 %), analysé par méthylation (Tab. XXIV). De plus,
les signaux du Gal-3 a 80,80 et & 80,07 ppm témoignent respectivement de la présence de la chaine
3-B-galactane et de la chaine 6-8-galactane substituées ou non par du galactosyle ou de
I'arabinosyle, tandis que celui & 79,02 ppm signale la forte substitution en O-3 de la 6-8-galactane
par des arabinosyles (Cartier et al., 1987). En outre, les arabinosyles présentent deux signaux

anomériques distincts caractérisant les dérivés terminaux (109,16 ppm) et ceux liés en O-5.
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13
Tableau XXV : Déplacement chimique 6 du spectre C-RMN de la fraction FR-P

Composition Déplacement chimique & (ppm)
en résidus liés C1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
L-Arabinosyle
o-Ara- 109,16 81,24 76,48 83,87-83,74 61,15
5-0-Ara- 107,32 - (-+) () 66,60
3,5-0-Ara- (79,02) (82,22)

D-Galactosyle

B-Gal- (103,52) 69,77 (73,24) - 74,19 Gg 61,15
75,00 Gg

3-B-Gal- 103,562 80,80 68,38 76,08
6-B-Gal- 103,08 -t- 80,07 -ne 73,24 69,20
3,6-p-Gal- 102,52 e 80,80 (GG4/AGy) 73,24 69,20

79,02 (AGg)
L-Rhamnosyle

o-Rha- 100,65 70,64 70,18 71,85 68,82 16,43

Les conditions d'analyse sont différentes des autres spectres : 13 mg/ 0,6 ml D50, 23 °C, Temps d'acquisition :
0,36 s, 16 h, 60 000 mesures, 100,6 MHz

RGI : Relatif & la chaine principale de la rhamnogalacturonane I

- (-»-): Signifie le report de la valeur située au-dessus
- GGg3: Gal-6(3 Galactane): Galactose lié en O-3 substitué par un galactosyle en O-6
- AGg: Gal—3(6 Galactane): Galactose lié en O-6 substitué par un arabinose en O-3

-AGg: Gal—6(3 Galactane): Galactose lié en O-3 substitué par un arabinose en O-6
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Le déplacement chimique a 107,32 ppm est relatif aux arabinosyles liés en O-3 et
probablement & certains arabinosyles terminaux qui substituent les chaines de galactane. Des
résidus de rhamnose signalés par le couple de 8 a4 100,65 et 16,43 ppm, sont principalement en
position terminale et confirment les données de la méthylation. Le signal 4 61,15 ppm correspond

au C-5 de I'arabinose terminal et du galactose terminal.

Par conséquent, le contenu glucidique de la fraction résistante a la “Pectinase Serva” ,
FR-P, est bien de Varabinogalactane II protéique comparables & celles trouvées dans les
suspensions cellulaires d’érable (Aspinall et Molloy, 1969 et Stevenson et al.,, 1986). Il est
important de noter la différence avec les arabinogalactanes de la fraction P03-B, étudiée dans le
chapiﬁre II (cfp. ), qui sont exclusivement des arabino-3-8-galactanes pectiques. Il y a donc deux
types d’arabinogalactanes parmi les exopolysaccharides de la suspension cellulaire de siléne
dont les arabino-3-B-galactanes pectiques (P03-B) qui seraient exceptionnelles, puisqu’elles

n’ont jamais été signalées dans d’autres modeéles végétaux (Cartier, 1986).

En conclusion, compte tenu de toutes ces données et celles de la méthylation (rapport
molaire, Cf. Tab. XXIV, p. 165 ), le modéle structural de Parabinogalactane II de la fraction FR-P

devrait correspondre au motif suivant :

(Rha)
J
6
—[3Gal — 3Gal — 3Gal - 3Gal - 3Gal — 3Gal — 3Gal — 3Gal - 3Gal] >
6 6 6 6 6
T T T T T
Ara— 5Ara— 3 Gal Ara Ara— 3 Gal Ara Gal
6 2 6 6
T 1) T T
Gal Gal Ara— 5Ara— 3 Gal Ara— 3 Gal
6 6 6 6
T T T )
(Rha / GlcA) GlcA Gal Ara-» 5Ara— 3 Gal
4 6
T )
(Rha) Gal

B.- Etude de la fraction xylanique (S01-A) : Mise en évidence de la relation
structurale entre les polysaccharides pectiques et les xylanes

La fraction S01-A riche en xylanes (62,4 %), contient également une quantité non
négligeable d’ arabinogalactanes II (Cf. Chapitre II). La présence de ces deux polyméres dans

une méme fraction justifie une étude approfondie pour savoir s'ils forment un mélange de deux
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polysaccharides distincts ou un seul complexe macromoléculaire. Pour parvenir a cet objectif,
une épreuve chromatographique supplémentaire est entreprise pour tenter de les séparer, ensuite

la dégradation enzymatique des xylanes doit permettre I'obtention des arabinogalactanes.

1.- Purification de la fraction S01-A

a)- Par chromatographie CESM

L’étude de la fraction S01-A par CESM décrite dans la figure 45 montre qu'elle est
difficile & séparer convenablement. L’analyse sur colonne S200 équilibrée dans Peau a permis
Tobtention de deux fractions S200-I et S200-I1 qui sont a peine séparées (Fig. 50A). Par contre, la
série obtenue sur la méme colonne, équilibrée par différents tampons, renseigne sur le
comportement variable de la fraction en fonction du tampon d’élution utilisé, sans que la

séparation soit équivalente a la précédente. En effet, avec P'acide acétique 1%o les tracés d’élution
en UV206 (1) et au m-HDP (1°) ont leur optimum respectif opposé (Fig. 50B) : les acides uroniques

qui sont élués par 240 ml de tampon, sont retenus tandis que I'UV206 dont loptimum est
pratiquement a Vo, indique que des molécules absorbant 4 206 nm sont exclues. Il semble alors
que S01-A contienne deux types de molécules qui ne sont pas bien séparés. De plus, la
comparaison de la courbe (1) au tracé UV206 correspondant a I'élution avec le tampon AcONa 50

mM a pH 4,5 (2), présente une inversion de profil car 'optimum de (2) coincide avec celui du m-
HDP (1°) de Yacide acétique 1%.. Enfin, le méme tampon acétate de sodium a pH: 7,1 (3), donne
une courbe d’élution uniforme dont 'optimum s’étale entre le Vo et celui du m-HDP.

Par conséquent, la difficulté & fractionner convenablement SO01-A et la présence de deux
optima signifient, d’'une part la présence d’au moins deux fractions (Fig. 50A), et d’autre part la
présence d’'un composé qui absorbe fortement a 206 nm & pH acide (1 et 2, Fig. 50B). L’optimum a
pH acide variee en fonction de la nature du tampon ; ceci s’expliquerait par la présence de I'acide
4-0-Me-glucuronique qui se comporte différemment en présence de 'acide acétique et de 'acétate
de sodium. Dans le premier cas (1), il serait sous forme acide (-COOH) et I'optimum est a Vo,
alors que dans le second (2), il serait ionisé en sel de sodium (-COONa) et 'optimum apparait a
240 ml (Fig. 7B). Enfin, l'obtention des fractions S200-I et S200-II a permis I'analyse de leur
composition molaire respective (Tab. XXVI). Globalement, deux fractions distinctes sont
séparées, la premiére (S200-I), contient presque autant de xylose (38,0 % mol.) que de galactose

(32,9%), sans compter 'arabinose & 16,7 %.
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e e/ 150 00 ml
. 300 m VOLUME

Figure 50 : Profils d’élution de la fraction S01-A sur Séphacryl S200 (130 x 2,0 cm)

équilibrée avec différents tampons :

A :Elution avec de 'eau UHQ : ( ——), UV 206 nm ; ( —A—), m-HDP
B : Elution avec divers tampons :

+)- AcOH 2 1%, en UV206 nm (1) et aum-HDP (1°) 2520 nm

+)- AcONa, 50mM a pH: 4,5 (2) ; et pH: 7,1(3) ; (®):Sels

Les amplitudes sont en unités relatives de DO & 520 nm et d’Absorbance & 206 nm
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Tableau XXVI : Composition en monosaccharides des fractions chromatographi
ques issues de la S200, des LS DEA (I) et (II), lors de 1'étude de la
fraction SO01-A

Composition molaire® (%molaire)

FRACTION Rha Fuc Ara Xyl Man Gle Gal GalA GlcA 4-OMeGlcA

(%p)
S200-I (50,0) 1,7 nd 16,7 380 1,3 14 32,9 nd 2,7 5,3
S200-11 (50,0) 11 tr 41 742 2,6 2,0 7,6 nd 1,2 7,2
LSDEA () (b)
LS-02 (59,7 | 2,5 nd 16,5 344 0,8 32 34,8 nd 2,4 5,4
LS-05 (193] 2,0 nd 14,7 259 6,3 20,6 22,0 5,6 3,0 nd
LSDEA (II) (b)
FI (34,00 | 0,3 nd 31 1759 34 5,0 6,6 nd tr 5,3
FI1 (22,00 | 0,3 nd 0,8 748 nd 2,1 8,0 nd nd 14,2
FIII (14,0) nd nd 25 79,7 0,7 3,6 7,2 nd tr 6,3
FIvV (12,0) | 0,6 nd 25 80,0 05 1,2 5,9 nd 0,8 8,5

Tableau XXVII: Composition en monosaccharides du surnageant SBa et du

précipité PBa, obtenus par précipitation au BaCl; de S01-A

Composition molaire® (%molaire)

FRACTIONS| Rha Fuec Ara Xyl Man Gle Gal GalA GlcA 4-OMeGlcA

(%p)
S01-A 1,1 0,2 11,3 624 2,1 1,9 14,6 nd 1,6 4.8
SBa (36,00 | 1,2 0,6 11,3 54,1 1,5 21 220 nd 2,4 4.8
PBa (20,00 05 nd 48 682 38 30 10,3 nd 1,9 7,3

(a) : Valeurs obtenues par CLG (AA et TMS) selon la méthode décrite en annexe 3.
(b) : Analyse des dérivés TMS uniquement

(% p) : Pourcentage pondéral exprimé par rapport a la quantité de la fraction traitée
(nd) : non décelé
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Il semble que cette fraction soit un mélange équimolaire de xylanes et d’arabinogalactanes II, si
on admet qu’il puisse exister de Parabinoxylane parmi ces xylanes. Par contre, la seconde est
principalement une fraction de xylanes pures 4 82 % en tenant compte des acides glucuroniques
et 4-O-Me-glucuronique. Quelques traces de polyméres différents sont pourtant signalées,
comme celle des arabinogalactanes. Ce qui n’est pas étonnant au vue du profil d’élution (figure
50A) qui montre que la chromatographie n’est pas bien résolue. La fraction S01-A est donc
composée de complexes “xylanes-arabinogalactanes” (S200-I) et de 4-O-Me-glucuronoxylanes

S200-II)en proportion pondérale égale (50 %p.).

b)- Par précipitation au BaClg

La difficulté d’obtenir une bonne séparation des contenus de S01-A et la nécessité d’isoler
distinctement les xylanes et les arabinogalactanes II, ont conduit 4 1'utilisation de la méthode de
précipitation des polysaccharides sans xylane par le chlorure de barium en présence de soude
(Taiz et Honigman, 1976). La fraction de S01-A qui a subi la série chromatographique sur S200, a
servi & cette étude (Fig. 45). Celle-ci fournit le surnageant SBa et le précipité PBa dont les
compositions respectives (Tab. XXVII) reflétent celles de S200-I et S200-11, tout en étant proche de
celle de la fraction de départ, S01-A. Par ailleurs, la nature du précipité est plutét une xylane
contrairement au résultat attendu qui aurait di donner des polysaccharides autres que des
xylanes, comme les arabinogalactanes dans ce cas-ci. De plus, des pertes importantes d’environ
44%p sont constatées puisque les rendements en poids de SBa et PBa sont respectivement de 36 % et
20 %. La précipitation en milieu fortement alcalin et celle 4 'éthanol ont probablement contribué
4 rendre non précipitable a lalcool certains polysaccharides, par B-élimination ou
désestérification. Toutefois, ces pertes n’ont pas entrainé de changement dans les compositions
des fractions SBa et PBa ; elles contiennent toujours des xylanes et des arabinogalactanes (Tab.
XXVII). Par conséquent, la purification des xylanes par précipitation au BaCl2 des autres

polysaccharides contaminants n’a pas permis la séparation des xylanes et des

arabinogalactanes.
¢)- Par chromatographie d’échange d’anions au Sphérosil LS DEA
Le fractionnement de S200-I et de S200-II donne respectivement les résultats suivants :

La premiére fournit deux fractions principales dont Fune (LS-02) correspond a celle

éluée par le gradient continu [0 & 0,2 M], et Fautre (LS-05) est obtenue par NaCl 0,5 M.
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Le pourcentage en masse montre une prépondérance de LS-02 a 59,7 %p, avec un rendement de
79,0 %. Il y a eu donc des pertes, probablement dues & V'étalement de certains polysaccharides au
cours de Pélution, ce qui expliquerait qu’ils n’aient pas été pris en compte dans les mesures. Leur
composition respective (Tab. XXVI) montre qu’elles contiennent autant de xylose que de galactose
(34,4 % de Xyl et 34,8 % de Gal, pour Fune, et pour 'autre, 25,9 % et 22,0 %), elles sont proches de
celle de S200-I. La détection de glucose (20 %) et d’acide galacturonique (5,6 %) dans LS-05
s’explique par la concentration dans cette fraction, de polysaccharides comportant ces
monosaccharides. Il peut s’agir de glucanes (xyloglucanes) et de pectines. Il est également
possible qu’une partie du glucose provienne de la dégradation de la matrice constituée de
Séphadex. En outre, le 4-O-Me-GlcA est absent dans LS-05. Par conséquent, la particularité de
LS-05 et la ressemblance chimique avec LS-02 et S200-I renforce le caractére original de cette
derniére qui se confirme comme une fraction complexe de xylane et d’arabinogalactane

associées.

Quant a la seconde, S200-II, sa séparation par chromatographie donne des tracés
spectrophotométriques (D0480 et DO520) dont les optima situés au début, coincident aux fractions
FI et FII (Fig. 51). Les fractions sont principalement délimitées en fonction du tracé D0480 , si
bien que Poptimum du profil DO520 est & cheval sur ces deux fractions qui sont pas ou trés
légérement retenues. L’élution par le gradient décroit progressivement  signifiant une
distribution éparse des polysaccharides retenus. En tout, quatre fractions sont isolées, FI, FII,
FIII et FIV. Leur composition respective (Tab. XXVII) montre un taux important de xylose (74,8 a
80,0 %mol.) équivalent a celle de la fraction de départ S200-II (74,2 %). Ceci indique la bonne
homogénéité moléculaire de cette fraction. Contrairement aux fractions de S200-I, celles
provenant de S200-II ne renferment pas d’acide glucuronique. Dans les fractions FI, FII, FIII et
FIV, la présence exclusive du 4-O-Me-GlcA corrélativement & Penrichissement en xylose est
interprétée comme une contribution de cet acide uronique dans la structure des xylanes. De plus,
le pourcentage molaire de cet ose évolue proportionnellement avec celui du xylose dans les autres
fractionnements. C’est le cas de PBa , de S200-I et de LS-02. Par conséquent, Facide 4-O-Méthyl-
glucuronique constitue principalement les xylanes acides.

En conclusion de cette étude de purification de la fraction S01-A, celle-ci est constituée au
moins de deux types de xylanes, I'une moins acide que l'autre reste éluée avec les
arabinogalactanes. Aussi, pour tenter de déterminer la nature de ce mélange, une enzyme

spécifique et pure, 'endo-6(1,4)-xylanase de 39 Kd (Debeire et al., 1990) est utilisée.



178

DO relative —o— DO 480 DO 520

2

90 mM NaCl

Volume (ml)

Figure 51 : Profil d’élution de la fraction S200-II sur Sphérosil LS DEA (1I)

Gradient continu de NaCl [0 4 150 mM] (---) dans tampon AcONa 25 mM, pH: 6,6
DO 480 : Dosage au phénol sulfurique ; DO520 : Dosage au m-HDP
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2.- Action de I’endo-xylanase sur la fraction S01-A

Le protocole décrit dans la figure 46 a permis d’obtenir plusieurs fractions issues de
I'hydrolysat du substrat traité, S01-A. L'importance relative de chacune d’elles est représentée par
son pourcentage pondéral par rapport & S01-A (Tab. XXVIII et XXIX). Elles sont reparties en trois
groupes, le précipité Pg (46,0 %) qui représente la fraction résistante ou résiduelle (Tab. XXVIII),
donne FR-X (41,3 %) sur S200. Les deux autres fractions, neutre (FN = 11,7 %) et acide (FH = 36,7
%) proviennent du surnageant Sg (54,0 %). Leur analyse respective fournit des fractions

caractéristiques de activité enzymatique sur le substrat S01-A.

L’analyse de la composition molaire (Tab. XXVIII) des fractions Pg et Sg montre la
prépondérance du xylose, dans le surnageant, alors que le précipité renferme autant d’arabinose
et de galactose que de xylose. De plus, les taux des acides 4-O-méthyl-glucuronique et
glucuronique ont une répartition inverse dans le surnageant et le précipité : la teneur en 4-O-
méthyl-glucuronique est plus élevée dans le premier que dans le second et inversement pour ce
qui concerne la teneur en acide glucuronique. Par ailleurs, les teneurs de l'arabinose et du
galctose sont trés faible dans le surnageant alors que celles du mannose et du glucose, de 10 % en
moyenne, restent significatives. Ces deux derniers peuvent correspondre a la présence de

mannanes ou de glucanes résiduelles ou associées.

a) - Etude de la fraction acide FH

La fraction acide FH est chromatographiée sur Biogel P2; le suivi de I'élution par CCM
des principales fractions (Fig. 52A) montre la nature oligosaccharide de FH. La migration en
présence de témoins acides définis TH (=X4AU et XsAU) montre que les deux taches supérieures
des tubes T28 a T34 ont les mémes coefficients de migration relatifs que des témoins définis, ce
qui démontre la présence d'un seul résidu de 4-OMe-GlcA par oligosaccharide de la fraction AX-
1. Les compositions molaires de FH-A et de AX-1 (Tab. XXIX) sont dominées par du xylose,
respectivement de 87,6 % et 83,2 %. La premiére fraction contient encore des traces de glucose, de
galactose et d’arabinose avec seulement 2,4 % de 4-OMe-GlcA, alors que la seconde, AX-1, ne
renferme que du xylose et du 4-OMe-GlcA (16,8 %). L'estimation du DP de cette fraction par
rapport a Pacide uronique donne un DP de 5,9 d’aprés le pourcentage molairealors que le DP n’ est
que de 5,1 §’il est exprimé par rapport aux masses. Ainsi, le degré de polymérisation de ces
oligoxylosides est bien compris entre 5 et 6. La composition des dérivés méthylés AAPM (Tab.

XXX) de la fraction FH-A est principalement marquée par du xylose 1ié en O-4 (75 %) et du xylose



Tableau XXVIII : Composition en monosaccharides du surnageant S3, du
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précipité P3 et de FR-X obtenus par hydrolyse enzymatique

de S01-A

F T1
(%p)

S01-A
S3 (54,0)
P3 (46,0)

FR-X (41,3)
(OR)

Composition molaire” (% molaire)

Rha Fuc Ara Xyl Man Gle Gal GalA GlcA 4-OMeGlcA
1,1 0,2 11,3 62,4 2,1 1,9 14,6 nd 1,6 4,8
nd nd 2,9 81,2 0,7 34 33 nd 1,2 7,3
0,9 04 215 24,0 10,8 9,9 26,7 nd 2,2 3,6
2,0 nd 26,0 12,0 22 1,2 51,6 nd 3,5 1,0
0,5

Tableau XXIX : Composition en monosaccharides des fractions d'oligosaccharides
neutres (FN et FN-A) et acides (FH-A et AX-1)

Composition molaire” (% molaire)

F TI Rha Fuc Ara Xyl Man Gle Gal GalA GlcA 4-OMeGlcA
(%p)
FN 11,7 nd nd 9,8 83,8 1,3 2,7 24 nd nd nd
F-A (4,9) nd nd 5,1 72,3 5,7 58 111 nd nd nd
(b)
FH-A (23,4) nd nd 1,2 87,6 14 4,5 2,9 nd nd 24
AX-1 (14,8) nd nd nd 83,2 nd nd nd nd nd 16,8

(a) : Valeurs obtenues par CLG (AA et TMS) selon la méthode décrite en annexe 3.
(b) : Analyse des dérivés TMS uniquement

(% p) : Pourcentage pondéral exprimé par rapport a 1a quantité de la fraction S01-A traitée

(nd) : non décelé
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Figure 52 : Chromatogrammes des fractions d’oligosaccharides acides (FH et
FH-A) issues de I’hydrolyse de S01-A
A : CCM des tubes d’élution sur Biogel P2 de FH (T28, 30, 32 et T34) et de FN, en présence de

mélanges de témoins acides (TH) et neutres (TN) et de D-Xylose (X1).

B : CLHP sur colonne AX-W de la fraction FH-A : AX-1, AX-2 et AX-3 sont les fractions obtenues
par gradient discontinu de KHyPO4: De 0 &4 10 mM en 15 mn, maintenu & 10 mM pendant
5 mn, puis 2 25 mMen 10 mn

TN =X-2345, série de xylosides de DP 224 5 (X2, X8, X4, X5)

TH= H1 : Xyl 4(4-O-Me-GlcA) et H2 : Xyl5(4-O-Me-GlcA), des pentaxylosides et hexaxylosides
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Tableau XXX : Composition centésimale des dérivés acétates d'alditol
partiellement méthylés (AAPM) des fractions FR-X et FH-A

Position des Nature des
groupes O-Me liaisons Fractions (% molaire relatif)
FRX FH-A
2,3,4-Rha 1- ou T-Rha 1,0 0,4
3,4-Rhap 1, 2- trace -
3-Rhap 1,2, 4- 0,1 -
2,3,5-Araf 1- ou T-Araf 5,7 -
3,5- Araf 1, 2- 0,3 -
2,5-Araf 1, 3- 0,5 -
2, 3-Ara 1,4- ou 5- 12,6 -
2-Ara 1,3,4- ou 5- 0,2 -
2,3,4-Arap 1- ou T-Arap -
2, 4-Arap 1, 3- - -
2,3,4-Xylp 1- ou T-Xylp 1,7 4,3
2,3-Xyl 1,4- ou 5- 10,2 75,0
3,4-Xylp 1, 2- - -
2-Xyl 1,3,4- ou 5- 0,3 3,3
3-Xyl 1,2,4- ou 5- 5,0 14,0
2,3,4,6-Manp | 1- ou T-Manp 0,2 -
2,3,6-Man 1,4- ou 5- 3,1 -
2,3,4-Manp 1, 6- - -
2,3-Man 1,4 ou 5, 6- 1,8 -
3,6-Man 1, 2, 4- ou 5- 0,6 -
2,3,4,6-Glep 1- ou T-Glep - -
2,3,6-Glc 1, 4- ou 5- 2,6 1,0
2,3,4-Glep 1, 6- - -
2,3-Gle 1,4 ou 5, 6- 0,5 -
2,3,5,6-Galf | 1- ou T-Galf trace -
2,3,4,6-Galp 1- ou T-Galp 10,6 0,7
2,4,6-Galp 1,3- 9,0 0,4
2,3,4-Galp 1,6- 10,3 0,5
2,4-Galp 1, 3,6- 23,9 0,4
2,6-Gal 1, 3, 4- ou 5- 0,4 -
Particularités
2-Gal 3,4,6- +
3-Gal 2,4,6- ++
Gle 2,3,6,4/5-Glc +
Gal 2,3,6,4/5-Gal ++

(%) Les pourcentages molaires relatifs ont été calculés & partir des aires des pics

corrigées par les facteurs de reponse établis par Sweet et al. (1975).
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substitué en 0-4 et O-2 (14 %), ce qui concorde avec les structures citées au-dessus. Une estimation
du DP des oligoxylosides acides & partir du rapport 4-Xyl: 2,4-Xyl, donne un DP 5, ce qui corrobore
les résultats précédents.

Par conséquent, en se référant aux données de Debeire et al. (1990), ces oligoxylosides

acides de DP 5-6 correspondent principalement aux oligosaccharides 2b et 3¢ suivants:

BXyl-(1- 4)-BXyl-(1- 4)-8Xyl-(1- 4)-8Xy] @2b)
2
1
4-0-Me-GlcA
BXyl(1- 9)-8Xy1(1- 9)-8Xyl-(1- 4)-8Xyl(1- 4)-BXyl 3c)
2
T
4-0-Me-GlcA

Enfin, les fractions AX-2 et AX-3 (Fig. 52B) sont décelées en faible quantité et possédent
les mémes volumes d’élution que leurs témoins qui portent respectivement deux ou trois acides

uroniques, en particulier le 4-O-méthyl-glucuronique.

b) - Etude de la fraction neutre FN

Cette fraction est composée principalement de xylose a 83,8 %, d’arabinose a 9,8 %, et
secondairement de plusieurs hexoses (Tab. VII). Son analyse par CESM sur Biogel P2 (Fig. 53 A)
fournit quatre fractions dont F-A, F-B, F-C et F-D, qui représentent respectivement 4,9 %, 2,6 %,
3,4 % et 0,8 % du substrat S01-A. De plus, la chromatographie ascendante sur couche mince (Fig.
53 B) de ces fractions, en présence de témoins définis de DP 2 & 5, permet de déterminer qu’elles
sont effectivement constituées du xylose et de ses oligoxylosides. La fraction F-A est un mélange
d’oligosaccharides “lourds” tandis que F-B, ayant le méme coefficient de migration que X3, est
un xylotriose. De méme, F-C qui migre 4 la méme distance que X2, est un xylobiose. Enfin, la
fraction D contient en majorité du xylose et un second composé. Celui-ci est inconnu puisqu’il ne
migre pas comme les autres monosaccharides classiques (Fru, Ara, Rha, Gle, Gal, GalA)
utilisés comme témoins. Du fait de la faible quantité de la fraction D, la détermination de ce

composé n’a pu étre poursuivie et la spécificité de 'activité endoxylanase est confirmée.

Enfin, la composition de F-A, montre 'augmentation des pourcentages molaires des



184

Oses
(ug/ml) c
Phénol '
480nm i ﬁ
i
N i
1
i
i
iy i
Biop o)
40 1 J
ol
ii !i
il K
1 i I
i n
= ARt
20 - STREE
; papoth
I RTER
10 - AT P
M, R ST v
- . N vy v v 1 \ t
7 e, A |
0 17 ¥ T T T 7 T 3 . 7 T T
150 200 300 400 500 600 mi
Volume d'éluticn

X3

P2/ F-A F-B  X-2345 F-C F-D X-2345 xyl-glcAU

Figure 53 : Chromatogrammes des fractions neutres issues de I’hydrolyse de
S01-A

" A : Analyse de la fraction neutre FN sur colonne Biogel P2 (130x2,7 cm) élué & 'eau UHQ : F-A,
F-B, F-C et F-D sont les fractions obtenues
Vi : Volume interne du gel contenu dans la colonne correspondant au volume d’élution de
petites molécules. Vt: Volume total du gel
B : CCM des fractions de FN issues du Biopgel P2, F-A, F-B, F-C et F-D, en présence de
mélanges de témoins neutres (TN), de xylose et d’acide glucuronique4.
TN =X-2345, série de xylosidesde DP 24 5 (X2, X3, X4, X5)
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autres monosaccharides, particulierement le galactose. La présence de ce dernier aussi bien
dans le précipité Pg que dans le surnageant de I’hydrolysat, suppose l'existence d’un lien
structural avec les xylanes. Il peut s’agir de molécules d’arabinogalactanes liées aux xylanes.
Enfin, le rapport entre le mannose et le glucose (Glc/Man= 1,0) dans la composition de Pj est
identique & celui observé dans la fraction F-A. Par conséquent, il est probable que des mannanes,

des glucanes ou des glucomannanes soient liées a ces xylanes.

c¢) - Etude du précipité P,

o) -Analyse de laction de l'enzyme

P3 est analysé sur une colonne de Séphacryl S200 équilibrée dans I'eau pour pouvoir le
comparer aux fractions S200-I et S200-II du substrat S01-A. Ces derniéres sont respectivement
éluées a 157 ml et & 181 ml, pour un volume mort (V0) de 150 ml. Le volume d’élution (163 ml) de la
fraction FR-X obtenue est située entre ceux des fractions S200-I et S200-II1. Ceci signifie que ces
derniéres ont été hydrolysées par 'endoxylanase 39 Kd, avec un rendement estimé a 54,0 %,

d’aprés le pourcentage pondéral du surnageant Sg(Tab. XXVIII).

De plus, les compositions molaires de Sg et de Pg sont respectivement équivalentes a
celles de S200-II et de S200-I (Tab. XXVI). S3 et s200-II contiennent principalement du xylose (81,2
et 74,2 % et de lacide 4-O-Méthyl glucuronique (7,3 et 7,2 %) alors que Pg et S200-1 sont composés
essentiellement de galactose (26,7 et 32,9 %) et d’arabinose (21,5 et16,7 %) en plus du xylose (24,0 et
38,0 %). En outre, les taux pondéraux respectifs des fractions non hydrolysées (50,0 %)
correspondent au taux d’hydrolyse de 54 %. En conséquence, les deux fractions qui composent le
substrat ne sont pas hydrolysées avec la méme efficacité. La premiére (5200-I) étant moins
hydrolysée, constitue principalement le précipité P3 alors que la seconde (S200-II) trés dégradée,

fournit la majorité du surnageant riche en oligoxylosides acides.

B)- Caractérisation de la fraction résistante FR-X

La composition molaire (Tab. XXVIII) de cette fraction ne différe de S01-A et de P3 que
par la baisse du pourcentage molaire du xylose (jusqu’a environ12,0 %) et par augmentation de
la teneur du galactose (51,6 %) et de I'arabinose (26,0 %). Compte tenu de cette composition qui
caractérise des arabinogalactanes plutét que des xylanes, la détermination des oses réducteurs

(Fig. 54) fournit uniquement le xylose & raison de 0,5 % (Tab. XXVIII). L’estimation du degré de
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polymérisation & partir de cette valeur donne 26 (13:0,5). Elle atteint au maximum 52 si on
considére I'implication de la moitié seulement de I'arabinose, ce qui correspond au cas extréme
d’une arabinoxylane. Des dextrans sulfates de masse 100, 40 et 8-10 KD ont permis d’étalonner la
colonne de Séphacryl S200 Le volume mort V; est déterminé grace au 100 KD. Les deux autres
catégories sont plus ou moins retenues et présentent des volumes d’exclusion proche de V(y pour 40
KD et d’'une valeur double de V{ pour 8-10 KD. Compte tenu de cet étalonnage et de I'ordre de
grandeur des masses moléculaires des xylanes, ces derniéres devraient étre retardées sur la
colonne, contrairement & ce qui est observé. Méme si la nature des étalons de masse est différente
de celle de FR-X, un tel écart de volume d’élution ne sexplique que par une augmentation
apparente de la masse de ces xylanes provoquée par la fixation d’autres structures telles que des
galactanes ou des arabinogalactanes. Concernant les acides uroniques, la teneur en acide
glucuronique est plus élevée (3,5 %) que celle d’'acide 4-O-Méthyl-glucuronique (1,0 %). En
considérant Fensemble du tableau XXVIII, le premier acide cité se concentre dans les fractions
P3 et FR-X, le second dans le surnageant S3. Par conséquent, I'un fait plutét partie des

arabinogalactanes tandis que Pautre entre dans la structure des xylanes.

La distribution des liaisons (Tab. XXX) indique une substitution en O-2 d’'un xylosyle sur
trois, en raison de la répartition des xylosyles liés en O-4 (10,0 %) par rapport & ceux liés en O-4 et
0-2 (5,0 %). De plus, la teneur élevée du galactose lié a la fois en O-3 et 0-6 (23,9 %) caractérise
une structure trés substituée de ces galactanes. Celles-ci possédent autant de galactosyles liés en
0-3 (9,0 %) que de résidus de galactose terminaux (10,6 %) et liés en 0-6 (10,3 %). Quant aux
liaisons de I'arabinose, elles sont marquées par des résidus terminaux (5,7 %) et liés en O-5 (12,6
%). Le rapport 1:2 entre ces dérivés informe sur la présence d’oligoarabinosides de DP 2 a 3 pour
former les arabinogalactanes II.

Etant donné que certains arabinosyles terminaux participent aux structures des
arabinoxylanes et des arabinogalactanes, 'excédent d’arabinese terminal (au plus 2,8 %) prend
part a la structure des oligoarabinosides qui devrait donc avoir un DP de 5,5 [(12,6 + 2,8)/2,8]. Or,
la présence de 5-arabinanes de DP 5 & 6 dans les structures d’arabinogalactanes est rarement
mise en évidence. Dans ce cas, les arabinosidases ne sont pas présentes ou sont inactives dans le
milieu de culture. Par conséquent, le contenu de FR-X serait des arabinoglucuronoxylanes sur

lesquelles se fixent des arabinogalactanes II.
L’analyse par spectroscopie 130.RMN de la fraction FR-X(Fig. 55.A) révéle des signaux

qui se rapportent aux résidus suivants :

- les groupes de signaux situés aux environs de 148,11 ppm de 128,16 ppm et de 114,95 ppm

sont relatifs a la présence de composés phénoliques (Ishii et Hiroi, 1990 a-b et Ishii, 1991) tels que
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lacide férulique (128,16/AF-1), lacide diférulique (127,26/DF-1) et P'acide coumarique
(127,44/AC-1). Présents en faible quantité, ces composés n'ont pu étre décelés que par la présence
des signaux de leur C-1, C-8 et le signal (56,90 ppm) du groupe méthoxyle (CHg-O-) substituant les
dérivés féruliques en C-3 (Cf. Généralités). Par ailleurs, le signal a 59,90 ppm correspond a 'o—
Xyl-5 d’oligoxyloglucanes substitués en O-4 par un acide férulique (Ishii et Hiroi, 1990 b).

- les signaux vers le bas champ a 177,5 et 175,0 ppm correspondent aux fonctions
carbonyles attribuables & la présence des acétyles et des acides uroniques, comme les acides
glucuronique et 4-O-Méthylglucuronique. Les acétyles sont aussi décelés par le signal du
méthyle (CHg-) & 18,75 ppm (Tab. XXXI). De plus, I'analyse des carbones anomériques et des
autres signaux caractéristiques (Tab. XXX) a permis d’établir le contenu glucidique de la
fraction FR-X se référant a l'interprétation du spectre de la fraction S01-B (Cf. chap. II) qui
correspond au substrat S01-A. Les couples de signaux (102,19 et 65,72 ppm, et 102,19 et 63,56 ppm)
sont respectivement attribués aux résidus B-xylosyle terminaux et liés en O-4, qui caractérisent
les xylanes. Le signal 4 65,72 ppm du P xylose terminal confirme la présence d’oligoxylane qui a
été suggérée précédemment suite a la détermination du xylose réducteur. En outre, ceux a 109,66
ppm et 108,14 ppm représentent des arabinosyles terminaux et liés en O-5 qui constituent les
chaines latérales des xylanes (Hoffmann et al, 1992). Ces résidus arabinoses terminaux sont liés
en 0-2 et en 0-3 ou en 0-2 et en 0-3 du xylosyle. Ces substitutions du xylose sont caractérisées par
les signaux des C-5 des xylosyles & 63,37 ppm (monosubstitué) et a 63,07 ppm (disubstitué),
distincts du déplacement chimique du C-5 non substitué (63,56 ppm).

Par ailleurs, des arabinosyles liés en O-5, signalés par les 6 a 108,14 ppm et & 67,58 ppm
correspondent aux oligoarabinosides de DP 2 & 3 des arabinogalactanes II. Ces derniéres sont
aussi cara