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Note 

Un nouveau trisaccharide de Rhamnus : 

0-a-L-rhamnopyranosyl-(1 9 3)-O-a-L-rhamnopyranosyl- 

(I + 6)-D-galactopyranose 
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(Recu Ie 27 octobre 1972; accept6 le 12 decembre 1972) 

AU cows de recherches concernant une activitC /3-D-glucosidasique particuliire 
chez divers Rhanznzts, nous avons dtcele, lors de l’incubation d’extraits enzymatiques 
obtenus a partir de la pulpe de baies de R. cathartica L., l’apparition d’un trisaccharide 
provenant de l’hydrolyse d’un hCtCroside endogGne_ 11 s’agit probablement du 

rhamninose dont la structure n’est pas connue. En effet, Tanret et Tanret’ avaient 
decrit l’hydrolyse d’un glycoside des fruits de R. infectoria L., la xanthorhamnine, en 
rhamnetine (7-mtthylquer&tine) et rhamninose, au moyen d’un extrait enzymatique 
de ces miZmes fruits. Plus tard, Nystrom et al.’ ont isole de la xanthorhamnine 
commerciale deux autres glycosides dont la partie glucidique est Cgalement constituee 
de deux molecules de L-rhamnose et une molecule de D-galactose et dont les aglycones 
sont respectivement la quercetine et la rhamnazine (3’,7-dimethylquercetine). Quirin3 
a isole de la pulpe des fruits de R. cathartica un trioside du 7-monomCthylkaempfc5ro1, 

le catharticoside, qui, par hydrolyse, lib&e du D-galactose et du L-rhamnose. Enfin, 
Faugeras et Paris4 ont isole des fruits de R. aiaternxs I’alaternoside, flavonoloside 
proche du catharticoside, mais different par certaines de ses proprietes physiques. 
Nous decrivons ici l’isolement et la determination de la structure d’un trisaccharide 
des pulpes seches des fruits de R. cathartica air il se trouve Q 1’Ctat libre et qui provient 
vraisemblablement de l’hydrolyse enzymatique d’un des glycosides cites. 

Le trisaccharide a Cte isole par chromatographie sur colonne de charbon- 
CClite d’extraits hydroalcooliques de pulpe s&he de R. cathartica L. et purifie par 

chromatographie preparative sur papier successivement au moyen de deux melanges 
de solvants differents. L’hydrolyse acide totale en lib&e deux residus de L-rhamnose 
(1,86-2,lO) et un rtsidu de D-galactose. Par hydrolyse acide m&a&e ou par action 

d’une a-L-rhamnosidase on obtient un disaccharide qui a CtC isole. Ce dernier est 
constitue de L-rhamnose et de D-galactose dans le rapport molaire 1,l. Sa migration 
chromatographique dans plusieurs systemes de solvants est identique 5 celle du 
robinobiose (6-O-or-L-rhamnopyranosyl-~galactopyranose~) que nous avons obtenu 
par hydrolyse du robinoside au moyen de la << rhamnodiastase >16. Quelques milli- 

*Adresse actuelle : E.N.S.C.M., 8, rue de I’lkole Normale, 34OOGMontpellier (France)_ 



110 NOTE 

grammes des deux disaccharides ont CtC methyl&s parallelement par la methode de 
Hakomori’, et, apres hydrolyse, dans les deux cas, on caracterise sur les chromato- 
grammes le 2,3,4-tri-O-methyl-L-rhamnose et le 2,3,4-tri-0-methyl-D-galactose. 

Le trisaccharide a ttC methyl& et, aprb hydrolyse, les oses mCthylCs ont ete 
&pares par chromatographie prCparative en couche mince. Ils ont 6tC identifies par 
leurs proprietes physiques et celles de leur N-phenylglycosylamine correspondante. 
11 s’agit du 2,3,4-tri-0-methyl-L-rhamnose, du 2,4-di-0-methyl-r-rhamnose et du 
2,3,4-tri-U-methyl-D-galactose. 

L’ensemble de ces donnees per-met d’assigner au trisaccharide la structure 
suivante : O-a-L-rhamnopyranosyl-( I -+3)-O-a-L-rhamnopyranosyl-( I -+6)-D-galacto- 
pyranose. 

D’autre part, le spectre de r.m.n. du disaccharide obtenu par hydrolyse du 
trisaccharide, enregistre en solution dans l’oxyde de deuterium est absolument 
indentique B celui du robinobiose enregistre dans les memes conditions : 6 1,35 
(d, J 7 Hz, Me de r.-rhamnose) et 4,86 (d, J 2 Hz, H-l de L-rhamnose). 

Dans le spectre de r-m-n. du trisaccharide enregistre dans I’oxyde de deuterium 
la valeut de 4,84 pour le deplacement chimique d’un proton H-I CquatoriaI est un peu 
faible; cette valeur est cependant voisine de celles don&es pour les msmes protons 
dans le p-nitrophCnyl$-rutinoside acetyle (6 4,7)*, dans les ethers trimethylsilyles des 
7-O- et 3-0-fi-rutinosides (6- O-cc-L-rhamnosyl-P-D-glucopyranosides) de ff avonols 
(6 4,4)’ et dans le d&iv& pertrim&hylsilylC du O-a-D-mannopyranosyl-(1+6)-D- 
glucopyranose’ ’ (6 4,84 et 4,‘!6). Nous soulignerons done ici les difficult& d’attribu- 
tion de la configuration par la r.m.n. dans Ies d&iv& du mannose et du rhamnose 
aussi bien par Ies deplacements chimiques que par Ies constantes de couplage. Les 
deux doublets centres B S 4,60 et $28 d’intensite relative 211 sont attribues aux protons 
anomeres du residu de D-galactose et indiquent que ce r&idu est en position terminale 
reductrice dans le trisaccharide et que le pourcentage des anom&es o! et p A l’equilibre 
est sensiblement le mEme que pour le wgalactose (litt. 1 ’ : H-l du 8-wgalactose dans 
l’oxyde de deuterium, 6 4,68; H-l de I’anomke a, 5,34; Cquilibre des anomeres : 
73:27). 

Le spectre de r.m.n. du derive acCtylC du trisaccharide en sohrtion dans Ie 
chloroforme-d comporte deux doublets cent& B 6 5,71 (J 8 Hz) et 6,37 (J 3 Hz) 
attribues aux protons anomeres du galactose (rapport d’intensite du proton p au 
proton a, 1:2; on remarquera que l’acetylation ne fige pas I’equilibre du trisaccharide 
et conduit prefkrentiellement au derive a; litt. “*’ 3 : 1,2,3,4,6-penta-O-adtyl-D- 
galactopyranose, P-H-1 (r 5,74, a-H-1 6,36) et entre 6 4,25 et 4,38 un triplet centre a 
6 4,32 attribue au proton H-5 du galactose. Les deux protons m&hyEniques en C-6 
resonnent entre 6 3,52 et 3,64. Les deux protons H-5 des rhamnoses sont sit&s entre 
6 3,68 et 3,85. Par integration et par double irradiation on a pu montrer la presence 
en ce massif du proton H-3 du deuxieme residu de L-rhamnose entre 5 3,85 et 4,08. 
Le deplacement chimique enregistr6 semble Ctre dQ Q I’anisotropie de la Iiaison 
osidique. Les don&es spectrographiques sont done en accord avec la structure 
6tabIie par Ies mCthodes chimiques. 
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Pendant la redaction de cet articIe nous avons eu connaissance d’un travail de 
Schmid et all4 concernant l’&ablissement de la structure de-plusieurs heterosides 
flavoniques par spectrographic de masse. Le trisaccharide dont nous decrivons ici la 
constitution correspond Q la fraction glucidique de I’alaternoside. 

PARTIE FiXPkRIMJZNTALE 

M&hodesg&z&aZes. - Les points de fusion ont CtC determines en tube capillaire 
et ne sont pas corrigbs. Les pouvoirs rotatoires ont CtC mesures sur un polarimkre 
Carl Zeiss (longueur du tube : 0,5 dm). Les concentrations ont etC effectuees sous 
pression reduite a une temperature externe inferieure B 50”. 

Les spectres de r.m.n. ont CtC rCaIisb B la Faculte des Sciences de Montpellier, 
sur un appareil Varian Ha-loo. Les spectres ont CtC enregistres en solution dans 
I’oxyde de deutkium apres &change isotopique de tous les protons hydroxyliques 
suivi de lyophilisation, avec le tetramtthylsilane en reference externe. Les spectres du 
derive acetyle ont et6 enregistres dans le chloroforme-d avec le tetramethylsilane 
comme reference interne. Les deplacements chimiques (6) sont donnCs en p-p-m. par 
rapport au Gtramethylsilane. 

Les R, ont ttC Ctablis sur papier Schleicher et Schull2043 b Mbgl. Les melanges 
de solvants (v/v) suivants ont CtC utilises en chromatographie : (A) 2-propanol- 
I-butanol-acetate d’&hyle-eau (7:1:2:2), (B) I-butanol-pyridine-eau (9:6:4), (C) 
octane-2-propanol-solution aqueuse d’ammoniaque & 10 % (50:25:2); (D) 2- 
propanol-methyl-ethyl-c&one-acetate d’ethyle-1-butanol-eau (6:5:3:2:5). 

Extraction. - La pulpe s&he des fruits de Rhamntrs cathartica L. (160 g) est 
agitee 2 froid avec du methanol aqueux B 20 % (v/v, 3 1). Le surnageant est filtrk puis 
concentre. _4pres agitation avec de Pa&ate d’ethyle, la phase aqueuse est 1yophilisCe. 
Une partie (5,9 g) du lyophilisat est adsorbte sur une colonne de polyamide (200 g), 
d’oh les mono- et oligosaccharides sont Clues par l’eau; cette fraction reprcsente 66 % 
du poids d’extrait lyophilise. Elle est ensuite adsorbee sur une colonne de charbon- 
C&lite (ki, 120 g); le trisaccharide en est Clue a partir d’une concentration de 4% en 
ethanol. Les fractions contenant du trisaccharide representem environ I8 % du poids 
de sucres totaux. 

AniJTcation. - Le trisaccharide est purifie par chromatographie preparative sur 
papier Whatman no 3 MM au moyen du solvant A, puis, apres Clution et concentra- 
tion, au moyen du solvant B. Aprb Clution par l’eau, le trisaccharide est lyophilid. 
Nous en obtenons alors 28 % du poids de la fraction 6luCe par I'Cthanol 2 4 %, p-f. 140” 
(cap.) apres ramoliissement a 135”, 153-155” (inst., bloc); [a]$“ -43,5” (2 min.)+ 
-40,6” (24 h, c 0,4, eau); RG : (A) 0,50; @) 0,43; (D) 0,60. Don&es de r.m.n. (oxyde 
de deuterium); 5 1,33 (d, J7 Hz 6 H, 2 Me de L-rhamnose), 4,84 et $04 (d, J 2 Hz, H-l 
de L-rhamnose central et d, J 2 Hz, H-l de L-rhamnose terminal), 4,60 et 5,28 (2 d, 
J 8 Hz et 3 Hz, H-l de o-galactose en position terminale, proportion relative : 2:l). 

Anal. CaIc. pour C,8H32014-HZ0 : C, 44,07; H, 6,98. TrouvC : C, 44,10; 

H, 6,90. 
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Adtylation. - Le trisaccharide (190 mg) est dissous dans la pyridine (1 ml); on 
ajoute l’anhydride acCtique (1,5 ml). Apres 18 h B tempirature ordinaire, on ajoute 
de I’eau glade (30 ml). Le precipite recueilli est cristallisC dans l’Cthano1 aqueux (2: 1) 
(75 mg), puis dans l’ethanol a 95% (40 mg), p.f. 215-216”; [cz]~ -2,2” (c 1,3, chloro- 
forme); donnees de r.m.n. (chloroforme-d) : 6 1,14-1,24 (2 d, J 7 Hz, Me du L- 
rhamnose), 1,92-2,lS (9 H, Me de AC), 4,72 et 4,90 (2 d, J2 Hz, H-l des L-rhamnoses), 
5,71 et 6,37 (2 d, J 8 Hz et 3 Hz, H-l de D-galactose, rapport /3 B CI : 1:2), 3,514,08 
(2 massifs complexes), 4,32 (t, H-5 de D-galactose), 4,98-5,85 (autres protons non 
identifies). 

Anal. Calc. pour Cs6Hs002a : C, 50,82; H, 5,92. TrouvC : C, 50,51; H, 5,91. 
DGtermination du rapport moiaire de D-galactose ri L-rhamnose. - Apres 

hydrolyse par l’acide sulfurique O,~M pendant 2 h au bain-marie bouillant, la 
solution est neutralisee par le carbonate de baryum. Les oses sont &par& par chro- 
matographie sur papier Schleicher et Schull2043 Mbgl au moyen du solvent B. Les 
chromatogrammes sont r&Cl& par le citrate d’aniline” et les taches eluees par 
l’ethanol B 80 % 0,lhr en acide chlorhydrique’ 6. Les absorbances sont determinCes ZI 
420 nm et comparees a une gamme Ctalon Ctablie sur le mCme chromatogramme. 

Hydrolyse acide m&agbe. - Le trisaccharide est trait6 par l’acide sulfurique 
12,5mM pendant 90 min au bain-marie a I’Cbullition. On &pare le disaccharide par 
chromatographie preparative sur papier dans le solvant B. 

fiydrolyse enzymatiqzre. - Le trisaccharide (350 mg) est incube pendant 24 h & 
37” avec UE extrait enzymatique de sarrasin (16 ml) (activite cc-L-rhamnosidasique 
1,5.10d3 U-1.) et un tampon acide citrique O,lM-hydrogenophosphate disodique 
O,~M de pH 5,2 (4 ml). Le mClange est adsorb& sur colonne de charbon-CClite (1: 1,24 .a) 
d’oh le disaccharide est Clue par l’ethanol $t 2%, puis purifie par chromatographie 
preparative sur papier au moyen du solvant B (14 mg); R, : (A), (B) 0,61. 

Prkparation du robirzobiose. - Le robinoside (6Q mg) est incube pendant 24 h 
5 37” avec un extrait enzymatique de sarrasin (4 ml) ayant une activite << rhamno- 
diastasique )> et du tampon citrate-phosphate de pH 5,2 (1 ml). L’aglycone insoluble 
est CliminC par centrifugation. Le robinobiose est isole par chromatographie pre- 
parative sur papier dans le solvant B (10 mg). 

Perme’thyIation et identification des oses me’tf~yl&. - Le robinobiose (10 mg) et 
le disaccharide (10 mg) obtenu & partir du trisaccharide de R. cathartica L. sont 
parallelement dissous dans le dimethyl sulfoxyde (5 ml); on fait agir pendant 4 h, en 
agitant, sous courant d’azote, le mCthylsulfinylanion (1 ml) prepare selon Sandford et 
ConradI’; on ajoute ensuite l’iodure de methyle (1 ml), lentement, de sorte que la 
temperature ne s’C!ke pas au-dessus de 25”. La solution est diluee avec du chloro- 
forme, 1avCe avec une solution de thiosulfate de sodium B 2 % puis avec de i’eau. La 
solution chloroformique est sCchCe sur sulfate de sodium et CvaporCe B sec. Le 
r&idu est dissous darts un peu d’ethanol absolu et hydrolyse par l’acide sulfurique M 
pendant 4 h B 100”. L’hydrolysat est neutralise et examine par chromatographie sur 
papier selon la technique de Petek”. 

Le trisaccharide (600 mg) a CtC methyl& selon la meme technique. Apres 
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hydrolyse, les oses mithylk ont et6 separCs par chromatographie prkparative sur 

couche mince de Kieselgel (epaisseur 2 mm) au moyen du solvant C. 11s ont CtC Clu6 
par l’&banol et le chloroforme et identifik de la manike suivante : 

Le 2,3,4-tri-O-mCthyl-L-rhamnose, sirop, [LY]~’ +22” (c 2,4, eau) (litt.lg : 

[cx]h6 +22”), a don& la N-phtnylglycosylamine correspondante qui fut recristalliste 
trois fois dans 1’Cther de p&role, p.f_ 112-l 13O; [a]:’ f 126’ (c 0,2, adtone); litk2’ : 

p-f. 112”; [c&9 + 127” (mCthano1). 
Le 2,4-di-O-methyl-L-rhamnose, sirop, b]k” +9,6” (c 2,1, eau) (litt.‘l : [CL],, 

+ 10,6”), a CtC identifiC par la N-phCnylglycosylamine correspondante, p.f. 142”, 
[&’ + 136” (10 min) + t9” (48 h, c 0,8, ethanol), aprb trois cristallisations suc- 
cessives dans 1’Cther de pCtrole; litt.‘l : p.f. 141-142,Y [oc]~ f 136O+ +4”. 

Une t&s petite partie du 2,3,4-tri-O-mCthyl-D-galactose a cristallisC dans 

l’Cthano1, p.f. 83” (peu net); litt.22 : p.f. 80”. La N-phCnylglycosylamine a CtC prCparCe 
& partir du sirop restant, p-f. 156” apr&s deux cristallisations dans 1’Cther de p&role, 

[cz]:’ -34,9” (10 min)+ +44” (24 h, c 0,7, methanol); litt.22 : p-f. 167”, [& -65”-, 
+43”. La petite quantitC de produit obtenu n’a pas permis de mieux le purifier par 
cristallisation. 
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