
Phytochemtstry, 1973, Vol. 12, pp 1369 to 1372. Pwsrgamon Press. PrInted an England. 

STRUCTURE DE LA MANNANE DU PALMIER 
ER YTHEA EDULIS 

DANIEL ROBIC et FRANGOIS PERCHERON 

Laboratoire de Chimie Biologique et Equipe de Recherches AssociQs du C.N.R.S. No. 99, FacultC des 
Sciences Pharmaceutiques et Biologiques, Universite Rene Descartes, 4, Avenue de l’observatoire, Paris Vie, 

France 

(Rqu le 10 d&embre 1972. Accept6 le 10 janvier 1973) 

Key Word Index-Erythea edulis; Palmae; palm; polysaccharides; fi(l + 4) mannan. 

Abstract-The palm kernels from Erytheu edulis contain, as a reserve polysaccharide, a p(l + 4) mannan, 
with a structure closely similar to other palm mannans. This structure was deduced from the results of 
partial hydrolysis, acetolysis and methylation. 

R&urn&-L’endosperme des noix du palmier Erytheu edulis contient, comme polysaccharide de r&serve, une 
mannane j3(1 + 4) de structure analogue ir celle d’autres esp&es de palmiers. Cette structure a CtC dCtermmCe 
par l’ttude des produits d’hydrolyse acide partielle, d’ac&olyse et de mCthylatlon. 

INTRODUCTION 

LES MANNANES sont des polysaccharides qu’on recontre chez divers organismes: chez les 
microorganismes tels que les levures, oh elles prksentent une predominance de liaisons 
a(1 + 6); chez les algues, oti les liaisons osidiques /I sont de plusieurs types; et chez les 
GgCtaux supkrieurs, principalement les palmiers, oh les liaisons entre les residus manno- 
pyranosyl sont /I(1 --f 4). 

Les mieux connues des mannanes vBgCtales sont celles des graines des palmiers Phytelz- 
phas macrocarpa, ou corozo (ivoire veggCta1)’ et de Phoenix canariensk2 Nous avons isolC 
des graines d’une autre esp&ce de palmier, Erythea edulis S. Wats, une mannane insoluble 
dans l’eau et soluble dans les alcalis dont nous dkrivons ici l’ttude structurale. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

La mannane a BtC isolte de la poudre d’albumen des noix d’Erythea edulis par extraction B 
la potasse suivie de purification sous forme de d&iv& cuprique. L’hydrolyse acide totale du 
polysaccharide fournit du mannose qui a &C identifit, grke au point de fusion de sa 
phCnylhydrazone et de sa phtnylosazone. La CP de l’hydrolysat rtvCle la prksence de 
mannose et de traces de galactose. La proportion de galactose a CtC trouv6e Bgale B 1 yO par 
rkductimCtrie aprbs Clution des taches, et A 1,6 ‘A par dosage direct par la galactose oxydase.3 

L’ttude de la structure de la mannane a ttC r&alike grke B l’hydrolyse partielle, l’ackto- 
lyse et la mtthylation. L’hydrolyse partielle par l’acide oxalique N a permis d’isoler par 
chromatographie prkparative sur papier des oligomannosides, identifiks au mannobiose, 

1 ASPINALL, G. 0 , HIRST, E. L., PERCIVAL, E. G. V. and WILLIAMSON, I. R. (1953) J. Chem. Sot. 3184. 
2 LE DIZET, P. (1963) Thbe d’IngCnieur Docteur, Paris. 
3 AVIGAD, G., AMARAL, D., ASENSIO, C. and HORECKER, B. L. (1962) J. Biol. Chem. 237,2736. 
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marmotriose et oligosaccharides supCrieurs, mais le rendement de cette hydrolyse est trbs 
faible car le polysaccharide est insoluble, ce qui rend son attaque difficile par l’acide. Ces 
mCmes oligomannosides furent obtenus en quantitCs plus importantes par acCtolyse. On 
obtient ainsi un mtlange de d&iv& acCtylCs d’oligosaccharides, qul, apr&s d6sacCtylation 
a Ctt fractionnC par chromatographle priparative sur papier conduisant A l’isolement de 
mannobiose et mannotriose cristallisCs. Le mannobiose ne hb&re A l’hydrolyse que du 
mannose; le degre de polymCrisation d’aprts le pouvoir r6ducteur est de 2. La masse 
molCculaire dCterminBe par mesure de l’absorption de sa ph&ylosazone4 correspond 
parfaitement A celle d’un hexobiose. La valeur nkgative du pouvoir rotatoire, le comporte- 
ment vis-A-vis de l’acide periodique ainsi que la migration chromatographique confirment 
bien que nous sommes en prCsence de O-SD-mannopyranosyl-( 1 -+ 4)-/3-D-mannopyranose. 

Le mannotriose: l’hydrolyse acide totale ne lib&e que du mannose; alors que l’hydrolyse 
partielle lib&e mannose et mannobiose. L’oxydation periodlque ne rCvtlant pas de palier 
d’oxydation mais une attaque continue de la molCcule par superoxydation est compatible 
avec celle d’un trisaccharide B liaison (1 -+ 4). Le pouvoir rotatoire est conforme A celui de 
la IittCrature pour le ,!3 mannotriose. L’ensemble de ces don&es conduit A attribuer B ce 
trisaccharide la structure 0-/3-D-mannopyranosyl-( 1 --f 4)-0-/3-o-mannopyranosyl-( 1 + 4)- 
/3-D-mannopyranose. 

La mannane a ttC ensuite soumise B la m&hylation selon la mCthode d’Hakomori,5 puis 
selon la mCthode de Purdie.6 Nous avons pu montrer la prtsence dans l’hydrolysat du 
produit mCthylt du 2,3,4,6-tCtra-O-mCthyl-D-mannose, 2,3,4,6-tCtra-O-m&thy]-D-galactose, 
2,3,6-tri-O-m&hyl-D-mannose, 2,3-di-0-mCthyl-D-mannose. La stparation de ces m&mes 
d&iv& par GLC nous a permis d’Cvaluer le rapport des surfaces des pits correspondant au 
tri-0-mithyl-D-mannose A ceux du tCtra-0-mtthyl-D-mannose et du tCtra-0-m&hyl-D- 
galactose et nous a conduit A envisager la prtsence de 1 mannose ou 1 galactose terminal 
ou branch&, pour 11 r&idus de mannose en chaine IinCaire ,8(1 -+ 4). 

Ce rt%ultat permet de concevoir, soit une longueur de chaine (DP) de 11, avec un branche- 
ment de mannose en 6 sur l’une des unit& de la chaine, une chaine sur deux environ 
possCdant un galactose branch6 ou terminal, soit des chaines plus longues, prCsentant un 
branchement (galactose ou mannose) pour 11 unit& de mannose. Les difficult&s, et la non 
reproductibilitC de la d&termination du degr6 de polym&isation par oxydation periodique 
apr& rtduction du polysaccharide’ ne nous ont pas permis d’obtenir une valeur satisfaisante. 
La non concordance entre les valeurs trouvCes pour la teneur en galactose par les 
mCthodes classiques et par GLC peut s’expliquer par les difficult& qu’on rencontre touJours 
pour doser des traces d’un ose en prCsence de quantitts beaucoup plus importantes d’un 
autre ose. 

La mannane que nous avons isolCe B partir des graines d’Erythea edulis prtsente une 
structure de base identique A celles des mannanes de palmiers ddj& connues. Le point le plus 
obscur, qui n’a pas ttt rtsolu pour les autres mannanes, est celui de la prCsence de faibles 
quantitts de galactose: nous avons constat que ce galactose pouvalt-&tre hbBr6 par hydro- 
lyse, par l’a-galactosidase de luzerne, ce qui confirme sa liaison covalente avec le poly- 
saccharide. 

4 BARRY, V. C., MCCORMIRK, J. E. and MITCHELL, P. W. D. (1955) J. Chem. Sot. 222. 
5 HAKOMORI, S. (1964) J. Biochem. 55, 205. 
6 PURDIE, T. and IRVINE, J. C. (1903) J. Chem. Sot. 83, 1021. 
’ HAY, G. W., LEWIS, B. A., SMITH, F. and UNRAU, A. M. (1962) Methods in Carbohydrate Chemrstry, 

Vol. V, p. 251, Academic Press, New York. 
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Peut-Ctre ce galactose, en occupant une position terminale a l’extrtmite non rkluctrice des 
chaines de mannose, peut-il constituer un signal d’arr&t lors de la biosynthese du poly- 
saccharide; Kooiman* a recemment montre que le galactose de la galactomannane de 
Cocos nuczjkra Ctait lib&C du polysaccharide au tours de la maturation de la graine. Dans 
ce cas le polysaccharide present chez des graines non mares d’Erythea edulis serait peut-ttre 
plus riche en galactose. Une autre hypothese serait que le galactose ferait partie d’un 
polysaccharide contaminant present dans le tegument entourant les graines. Nous avons 
v&if% que l’hydrolyse acide du tegument ne lib&e que peu de galactose; en tout &at de 
cause, il est difficile de prendre une position definitive sur l’existence et l’emplacement du 
galactose sur la molecule de mannane. 

EXPERIMENTALE 

Techniques analytiques g&&ales: les R, ont ttC d&ermines par chromatographie descendante sur papier 
Schleicher und Schiill 2043 b Mgl avec n-BuOH-pyridine-Hz0 (9:5:4) (A). Les dosages reductimetriques 
ont Cte effect&s a l’aide du rktd de Somogyi-Nelson. 9*10 Les pouvoirs rotatotres ont Cte mesures sur un 
appareil Carl Zeiss avec un tube polartmetrique de 0,5 dm. Les points de fusion ont et6 pris au tube capillaire 
et ne sont pas corrtgds. L’oxydation periodtque des oligomannosides a Cte conduite par l’acide periodique 
0,l M a 0” et a l’obscuritt L’acide periodique consomme a Cte determine sutvant la methode de Fleury et 
Lange,” l’acide formtque lib&C titre apres addition d’ethylene glycol. I2 
reaction avec I’acide chromotropiquer3 

Le formaldehyde a 8tC dose par 
aprts distillation suivant la technique ortginale de Boyd et Logan.14 

La seaaration des derives methyl&s nar GLC a BtC reahsee sur aooareil ‘Girdel’ (detecteur a ionisation de 
flamme) equip& d’une colonne capillaire inox de 3,2 mm x 3 m‘compoke de 10% de Carbowax 20 M sur 
chromosorb W HMDS, SO/l00 (four: 160”, injecteur. 250”). 

Extractron. Les noix sont debarrassees de leur tegument et broyees jusqu’a obtention dune poudre fine. 
La poudre est delipidee par traitement au C6Hs, les oses et oligosides elimines par trattement a l’alcool a 70% 
a reflux pendant 2 hr. 100 g de mat&e premiere sont mis en contact avec 500 ml de KOH a 7 % pendant 24 
hr. Apres centrifugation le mart est repros par 500 ml de KOH a 7x, puis 400 ml de KOH a 14%. Les 
phases potassiques sont reunies, neutralisees par HOAc (40 ml) et verskes dans 6 1. d’EtOH froid. Le poly- 
sacchartde est essore et secht sous vide; poids obtenu 23 g. 

Purificntion. Le produit brut est dissous dans la soude 2 N et on aJoute la liqueur de Fehling jusqu’a ce 
qu’il n’y ait plus de precipitation. Le complexe est lave a l’eau froide et detruit par HC15 N a 0”. Le prkcipite 
de polysaccharide est essore et lave jusqu’a neutralite. Lop&ration est rep&tee 2 fats (Rdt: 14 %). La mat-mane 
purifiee a un pouvoir rotatoire [a]2 -36,6” (c 1, NaOH N). 

Acktolyse. On ajoute lentement sous agitation 2,5 g de mannane dans Ac20-HOAc-H2S04 (10: 10: 1) 
(63 ml) sans refroidir. On laisse en contact 96 hr It la temp. du laboratoire. Aprb filtration des restdus, le 
filtrat est verse goutte a goutte dam 500 ml de glace pilke en agitant. Le prkiptte est filtre, lavt a l’eau froide, 
et le filtrat extrait au CHCIJ (2 x 50 ml) puis on Cvapore le solvant (Rdt: 3,81 g). Les oses peracetyles sont 
dissous dans CHCl,-MeOH (1:2) (30 ml) et dksacktyles par 10 ml de NaOMe 0,l M pendant 12 hr. Apres 
neutralisation par l’HzS04, la solution est fraction&e par chromatographie preparative avec le solvant A: 
le mannobiose (54 mg) cristallise d’H,O-MeOH, F 186” identique a celui d’un temoin authentique. Le 
spectre IR presente la bande a 877 cm-’ caracteristtque des liaisons pyranosidiques, ce qui est contirmC par 
la valeur du pouvotr rotatoire: [a] g -5,28” (c 1, H20) a l’equilibre. (Litt.r5 [a]g -7,7” + -2,2”). Sa 
migration chromatographique dans le solvant A est R, 0,59. Nous avons calcul6 une masse molkculaire de 535 
(theorie 520, absorption a 395 nm) pour la phenylosazone (F 200-201”). L’oxydatton periodique a rev& 
le comportement habitue1 des disaccharides lib en (1 -+ 4) (voir Tableau 1). Le mannotriose (52 mg) cristal- 
lise d’H,O-EtOH F 130”, [a]g -21,ll” (c 0,8, HzO) a l’equilibre (Litt.” [=]g -24,7” -+ -23,3”). La 
migration chromatographique est R, 0,24. La masse mokulaire determike par la methode de Bougault’6 
donne la valeur de 526 (theorie 504). L’oxydation periodique ne revele pas non plus de palier. 

8 KOOIMAN, P. (1971) Curbohyd. Res. 20,329. 
9 SOMOGYI. M. (1945) J. Biol. Chem. 160.61. 

lo NELSON, N. (1944) >. Bzol. Chem. 153, 575. 
I1 FLEURY, P et LANGE, J. (1933) J. Pharm. Chim. 17,107. 
I2 GUERNET, M. (1963) These Doct. Etat Sciences, Paris. 
r3 EEGRIWE,.E. (1937)Z. Anal. Chem. 110, 22. 
I4 BOYD. M. S. and LOGAN. M. A. (1942) J. Blol. Chem. 146,279. 
I5 WHI&LER, R. L. and SMITH, C. G. (1952) J. Am. Chem. S&z. 74, 3795. 
I6 BOIJGAULT, J. (1917) J. Pharm. Chim. 16,97. 
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M&hylution. L’anion dimCthylsulfinique a 8tB prkparb suivant la m6thode de Corey et Chaykovsky.17 
250 mg de mannane sont ajout& B 20 ml de dimCthylsulfoxyde sous NZ. 10 ml de base sont ensuite introdmts 
dans le mrlieu par une seringue. On laisse en contact 6 hr, puis on refroidit avant d’mjecter 7 ml d’Me1. On 
laisse sous agitation une nult. Le prodmt est extrait au CHC13 (50 ml) puis concent& B 1’6tat de wop. On 
soumet ensmte le r&du & deux mCthylations par la m&hode de Purdie (5 ml MeI, 1 g Ag,O). Le produit 
mCthylC est & nouveau extrait au CHCI, et concentre L’examen du spectre IR montre qu’d est totalement 
m&hylt. Son pouvoir rotatoire est de [a]:: - 12,55” (c 1,6, CHCI,). Aprts hydrolyse (H,SO, 4 N, 4 hr g 
100’) et neutralisatlon par SrCOJ, les oses m&hylCs sont caract&& par chromatographie ascendante sur 
papier.18 La rWlation & I’oxalate d’anilineIg donne quatre taches. une tache principale de R, 0,40 correspon- 
dant au 2,3,6-triX%mBthyl-D-mannose; trols taches de falble inten&: de R, 0,93 correspondant au 2,3,4,6- 
tCtra-O-mkthyl-D-mannose de R, 0,73 correspondant au 2,3,4,5-tCtra-O-mtthyl-o-galactose de R, 0,14 
correspondant au 2,3-dl-O-mCthy1 o-mannose. 

TABLEAU 1 OXYDATION PERIODIQLJE DU MANNOBIOSE* 

D&e 
d’oxydation 

(jours) 
Mol de PI 

consommtes 

Mol d’aclde 
formique 
lib&es 

Mol de HCHO 
1ibtrBes 

1 4,os 1,29 
2 4,14 1,76 
4 5,lO 2,lS 
8 6,28 3,55 

* RCsultats exprlmCs par mole de disaccharide. 

0,88 
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