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ABSTRACT 

In addttion to being a hydrolase, an ct-D-mannosidase from Vzcza satzva seeds 
IS able to transfer the D-mannose residue from pheny1 cr-D-mannopyranoslde to 
ketohexoses and pentoses. Wnh D-ribose as acceptor and phenyl sc-D-mannopyrano- 
slde as donor, three lsomerlc mannosldes were 1soIated The following structures, as 
determmed by methylatlon, are proposed 2-O-, 3-O-, and 5-O-a-D-mannopyranosyl- 
D-nbose 

SOMMAIRE 

Une a-D-mannosldase extralte des grames germees de Vzcza satzva est capable, 
outre ses proprletes hydrolytlques, de catalyser le transfert du mannose, hbere Q 
partlr de phenyl-U-D-mannopyranoslde, sur les cetohexoses et les pentoses Avec le 
D-ribose comme accepteur et le phenyl-E-D-mannopyranosrde comme donneur, trols 
mannosrdes rsomgres ont ete form& et rsoI& Les structures survantes, determmees 
apres methylation, sont propostes 2-O-, 3- 0- et 5- 0-or-D-mannopyranosyl-D- 
nbose 

INTRODUCTION 

A partir des grames germees de Vzcza satzoa nous avons punfie une a-D-manno- 
sidase capable de transferer, B partlr du phenyl-a-D-mannopyranoside, un reste 
D-mannosyle sur des cetohexoses (D-fructose) et sur des pentoses (D-nbose) 

Cette propnete qul da&e de celles des carbohydrolases vegetales etudlees 
Jusqu’a ce Jour dans notre laboratoire14 nous a permrs de synthetlser trots a-~- 
mannopyranosyl-D-rlboses L’identlficatlon de la structure de chacun de ces manno- 
sides est Ie suJet de ce rapport 

*D&l16 au Professeur Jean-Bmrle Courto~s a l’occaslon de son 65eme anmversarre 

Carbohyd Res ,24 (1972) 319-322 



320 A ZUROWSKA, E VILLARROYA, F PETEK 

PARTIE EXPkUhfENTALE 

MQtbleI et m/5thodes - Le phCnyl-a-D-mannopyranoside a ete prepare s&n 
la mCthode de Hudson et Dale’ et le p-mtrophkyl-a-D-mannopyranoside selon la 
mCthode de Jermyn6 L’hydroxylapatlte a CtC synthCtlsCe selon Tlselms, HJerten et 
Levm’ ’ Le D-nbose et les adknosmes 2’-, 3’ et S-‘phosphates prowennent de la 
firme Sigma L’a-D-mannosidase de Vzcza satzva a bte purfiee smvant la mCthode que 
nous avons pubMe anttneurementg, 

Les D-rlbose et D-mannose 1lbCrks aprk hydrolyse aclde ont kte doses par la 
methode de Somogyl” modlfiee par Nelson’ ‘, le dosage est effectuk en 2 Ctapes le 
reactif cupro-alcalm de Somogyl est rkdmt B l’ebulhtlon par I’hexose ou le pentose 
Ce rCactif est fortement charge en sulfate de sodmm qm empkhe la rkoxydatlon de 
I’oxyde cuwreux forme Celwcl r&dmt ensulte le rCacbf arsCno-molybdlque de 
NeIson en donnant une coloration bIeue dfie B des d&&s moIybdeux L’mtensrfC de 
la coloration est mesurCe au spectrophotomGtre B 650 nm Le pouvorr reducteur des 
dlsacchandes a Ct6 determing d’une mamkre ldentlque 

&~JLTATS 

RtFactron de transfert - Apr& dlffkents essals de concentrations varlees de 
donnew et d’accepteur amsl que des durCes variables de contact avec l’enzyme, nous 
avons retenu les condltlons operatolres suwantes 

Dans un tube B essal nous avons mtrodult 1,6 g de D-ribose, 250 mg de phinyl- 
a-D-mannopyranoside, 4 ml de solution d’cr-D-mannosidase (activite spectique 
8 ,umoIes de phenyl-a-D-mannopyranoslde hydrolysC par mg de prodme, par mm B 
37”) et 2 ml de tampon phosphate dlsodlque 0,2waclde cltnque O,~M de pH 4,3, le 
volume final est de 10 ml 

Le transfert cornmenwnt apr& 30 min et atteignant un maximum apr?s 48 h, 
le melange reactlonnel a Cte mcub6 pendant 48 h & 37”, puns port& & 100” pendant 5 mm 
afin d’mactwer l’enzyme Apres centrrfugatlon, un Cchantlllon des products de 
l’mcubatlon a CtC soum~s B une chromatographle descendante sur papler, avec le 
solvant alcool butyhque-pyndme-eau (9 5 4, v/v) Nous avons obtenu trols taches 
dlstmctes 

Isolenzent des prodrtits de transfert - Les prodwts d’mcubatlon ont CtC &pares 
par chromatographle sur colonne de charbon-CBhte, smvant la mkthode de Whistler 
et DursoL2 AprZs adsorptlon, un lavage B l’eau a ChmmC le D-mannose et le D-ribose 
hbres amsl que le phenyl-cr-D-mannopyranoslde en exds L’Cthanol 5 3 % a permls 
d’eluer 24 mg de composC 1, 1’Cthanol B 5% un mClange des composCs 2 et 3 Cette 
dermgre fraction a CtC concentree sous wde, puls chromatographlee sur papler 
Whatman no 3 avec Ie soIvant aIcoo1 butyhque-pyndme-eau (9 5 4, v/v) Nous avons 
sCparC amsl 14 mg de chacun des products 2 et 3 qm ont BtB Cl& par l’eau et obtenus 
par Iyopluhsation 

M&hylatron - Prkparatron des O-?n&hyl-D-rrboses standards Le 2,3,5-tn-O- 
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mCthj;rl-D-nbose a CtC obtenu & partlr de D-nbose, le 2,5-dr-0-methyl-D-nbose a 
partlr d’adenosme 3’-phosphate, le 3,5-dl-0-methyl-D-nbose 2 partir d’adenosine 
2’-phosphate et Ie 2,3-d&O-mtthyl-D-rlbose Q partir d’adCnosme 5’-phosphate par 
methylatlon selon le pro&de de Hakumon’ 3 suwe d’hydroIyse pendant 5 h a 100” 
avec de I’acide chlorhydnque 5hi 

MPthyZatzon des prodzzrrs de rratzsfert Le procede de Hakomon &ant trop 
drastlque pour nos composb nous avons p&Z& utihser la mCthode de Kuhn et 
Brossmer ’ 4_ Nous avons op6rk sur ZOmg de chacun de ces products Les d&-w& 
mCthyI& furent ensulte hydrolysCs pendant 1 h a 100” dans I’aclde chIorhydrlque M 

Cho~xatographre en corrche nlznce Ap&s hydrolyse, les prodwts methyl& sont 
chromatograph& sur film Kodak 301 V, prdalablement lave par du tampon phosphate 
O,~M de pH 6,8 (phosphates mono- et dlsodxque), en methode ascendante dans le 
melange alcool propyhque-a&ate d’CthyIe-pyndme-eau (50 10 4 5, v/v)’ 5 Les 
d&w& methyl& sont r&&&s par I’oxalate d’an&ne’6 

Ap& mCthylatton et hydrolyse aclde, les products de transfert ne 1lbCrent que 
deux composCs mCthylCs un tttra-0-methyl-D-mannose et un dx-O-mCthyl-D-nbose 
Le tableau I resume les RF obtenus avec les D-riboses 0-methyl& de rkf&ence et 
ceux observt% avec les dl-O-methyl-D-rlboses hbCr& par les products 1, 2 et 3 

TABLEAU I 
cc hf DES 0-METHYL-D-RIBOSESSTANDARDSETDES 0-METHYL-D-RIBOSES PROVENANTDES 

PRODUlTSl,ZET 3 APRE.ShlfXHYLATIONETHYDROLYSEa 

2,3- 
2,5- 
3,s 

0,59 
0,63 
0,67 

Compose 3 
Composb 1 
Compose 2 

‘C c m sur film Kodak 301 V (pour d&ads, vo~r la PartIe Exptnmentale) 

La compararson des wtesses de mlgratlon des d!-0-methyl-D-nboses de reference 
avec celles des produrts de transfert permet de constater que le dl-0-methyl-D-nbose 
ISSU du compost 1 mxgre comme Ie 2,5-dl-0-mCthyl-D-nbose, celul du composC 2 
comme le 3,5-dt-0-methyl-D-rlbose et cehu du composC 3 comme le 2,3-dl-O-mCthyl- 
D-nbose 

DISCUSSION 

Avec le D-rrbose comme accepteur et Ie phCnyl-cr-D-mannopyranosrde cornme_ 
donneur, une a-D-mannowdase des grames germCes de Vzcza satzva catalyse le transfert 
de radxcaux D-mannosyles sur Ies dS&ents groupes hydroxyles du D-nbose, la 
halson entre les deux sucres etant possible en trols pomts, elle condtut a la synthese de 
trols dlsaccharldes 
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L’hydrolyse aclde des trols prodmts de transfert hbke une molCcule de D- 
mannose pour une moltcule de D-nbose - ces dlsacchandes sont done trox a-D- 

mannosyl+-nboses lsomtres 
L’hydrolyse enzymatlque IrbGre Cgalement une quantltC Cqmvalente de molC- 

cules de D-nbose et de D-mannose 
Ces trols dlsacchandes sont homogtnes en chromatographle. Us sont tr&s 

hygroscoplques et t&s stables apr&s lyophlhsatlon 11s sont reducteurs et dextrogyres 
Les pouvolrs rotatolres [a]: sont respectwement f54” (c 1,4, eau) +42” (c 1,4, eau) et 
t-22” (c 1,4, eau) pour 1, 2 et 3 

L’hydrolyse aclde aprk methylatlon, comme nous venons de le volr cl-dessus, 
hbtre deux composes mCthyl& un tCtra-O-methyl-D-mannose et un dl-O-mkthyl-D- 
rlbose Les experiences de mCthylatlon ont sugg% que le rCsldu de D-mannose Ctalt 
hCe par son carbone 1 B dlff&ents groupes hydroxyles du D-rlbose halson l-+3 dans le 
prodmt 1, 1+2 dans le prodmt 2 et 1 +5 dans le product 3 L’ensemble des experiences 
suggkre les structures suivantes 2- O-a-D-mannopyranosyl-D-ribose (l), 3-o-a-D- 

mannopyranosyl-D-ribose (2) et 5-O-a-D-mannopyranosyl-D-ribose (3) 
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