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Abstract-Rhamnodiastase and a-L-rhamnosidase of buckwheat have been isolated and partially puri- 
fied by chromatography on a column of DEAE-Sephadex. These two enzymes hydrolyze various fla- 
vonoid glycosides and so can be useful in structural studies. 

INTRODUCTION 

L’hydrolyse enzymatique, comme mCthode de ca- 
ractkrisation et d’Ctude structurale de la partie glu- 
cidique des flavonosides, est susceptible de fournir 
des donnCes complCmentaires des techniques phy- 
sico-chimiques [ 11. La rhamnodiastase de Bride1 
et Charaux r2] (complexe enzymatique obtenu Li 
partir des graines de divers Rharnnus) a tti: maintes 
fois utilisCe en phytochimie, car elle hydrolyse 
notamment le rutoside en quercktol et rutinose (c(- 
L-rhamnosyl 1 -+ 6 glucose). Cette activitk fi-glu- 
cosidasique particulikre, dite de rhamnodiastase, a 
Ctk dCcelke chez diverses espkces v&g&tales [3]. 
Chez le sarrasin, il a &t& dtmontrk que l’enzyme 
hydrolysant certains ht%roglycosides complexes 
avec libtration d’un disaccharide ttait bien dis- 
tincte des b-glucosidases classiques comme celle de 
l’amande [4]. 

Nous dCcrivons l’isolement et la purification 
partielle d’une rhamnodiastase et d’une a-L-rham- 
nosidase Li partir des graines germkes de sarrasin, 
et leur activiti: sur divers h&rosides naturels. 

RESULTATS 

Pour suivre la purification de la rhamnodiastase 
et de l’cc+rhamnosidase, nous avons effect& la 
synthkse de substrats plus solubles que les hCttro- 
sides naturels: le p-nitrophinyl-j?-D-rutinoside [S] 
et le p-nitrophknyl-a-L-rhamnoside [6]. 

Isolement et purijication partirlle de la rhamnodias- 
tase et de I’cc-L-rhamnosidase 

Les protCines solubles a pH 5 des graines 
germi3es de sarrasin sont prtcipitCes par le sulfate 
d’ammonium Li 80% de saturation et pas&es sur 
une colonne de DEAE-Sephadex. Les fractions 
hydrolysant le p-nitrophCnyl-fl-D-rutinoside et le 
p-nitrophknyl-cl-L-rhamnoside, &lutes par un gra- 
dient 1inCaire en NaCl sont rassemblkes et sou- 
mises B un traitement thermique pendant dix 
minutes B 50”. Les activitCs rhamnodiastasique et 
rx-rhamnosidasique sont purifikes cinquante fois 
par rapport B l’extrait aqueux, et ceci avec un ren- 
dement proche de 40%. 

Au tours de cette purification, le rep&age de la 
rhamnodiastase peut ktre rCalis6 g&e g un sub- 
strat synthktique commercial, le: p-nitrophtnyl-/G 
D-galactoside. Le profil d’Clution de I’activitC hydro- 
lysante envers ce substrat de la colonne de DEAE- 
Sephadex, laisse apparaitre une forte activitk b- 
galactosidasique au niveau des protCines non 
retenues, puis une seconde j?-galactosidase CluCe 
au dtbut du gradient. Ensuite l’activiti se main- 
tient et prtsente mime de nouveau un 1Cger maxi- 
mum dans la zone d’ttlution de la rhamnodiastase, 
correspondant g l’activitk propre de celle-ci pour 
les P-D-galactosides. 

L’ensemble des fractions aprks dialyse et con- 
centration prttsente une activitt: spkcifique de 
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Tableau I. Hkttrosides naturels utilis&. Citks selon leur ordre d’apparition dans le texte (voir Resultats Experimentaux) 

Aglycone et substltuants osidiques 

Salig~nol-P-u-glucoside 
Diamino-?.4-oxy-6-pyrimidine-5_li-l)-gl~~c~~s~dc 
QucrcL:tol-.~-r-r-rliamnoside 
Mandelonrtrile-rB-o-glucosyl( I - h)]-/j-t)-glucoside 
Mandi:lonitrile-B-t)-glucoslde 
QuercCtol-3-[p-u-glucosyl( I -+ 2)]-p-o-glucoside 
Qucrcctol-3-l 7-t -arabinosyI( I - h)]-B-tJ-glucOside 
Eugt:nol-lr-t.-ar~lbtnos~l( I -+ h)l-/I-t)-glucwde 
MandOlonitrile-rz-L-ar~tbinosyl( 1 ----t 6)1-/I-t)-glucosidc 
KempErol-2-rr-L-rh~t~~~~~~~s~l( I - h)]-ll-t)-galactoside-i-r-L-rhamnoside 
Qucrct:tol-3-[r-r -rhamnosql( I - h)j-B-t,-glucosldc 
tlespL:r~tol-?-rr-t.-rhamnos!l( I - h)l-P-t,-glucoside 
Naringi;nol-7-j 1-t.rhamnos)I( 1 - 2)l-/l-1~-glucos1dc 
Kcmpf?rol-3-l /i-~~-gluco\~l( I ---+ i)J-[x-I -rhamno\yl( I -+ 2)1-P-t)-glucosldc 

C‘yanidol-3-ra-t)-xqlosql( 1 - 2)1-B-t,-glucoslde-i-P-l,-glucoslde 

Rhamnt;tol-3-rrhamnosyl(l - 4 ou 5)]-cr-L-rhnmnosyl( I + B)-galactoside 
Rhamnocitrol-4’.rrhamnos>l( I -+ 4 ou 5)1-rhnmnos!l( I ---f h)-galactoside 

i Libiration du glucose et d’arabinose: pas de vicianose d&celable. 
$ Liberation du disaccharide: aussi. pour robinoside, le rhamnose en C-7. 
6 LibCration de rhamnose et de glucose: pas de laminaribiose ou kempferol. 
* Lib&ration du glucose en C-5.- 

LibCration de trisaccharide ot rhamnose. 

54 nM;m@mg avec le j>-nitrophknyl-/Gwrutino- 

side comme substrat, et de 15 nM;mn./mg avec le 
p-nitrophCnql-r.-r.-rhamnoside. L’activitk totale 
obtenuc ;I partir de 300g de graincs skhes est de 
1.3 L’nitks pour la rhamnodiastase, et de 0.6 Unit& 
pour I’~-rhamnosidase. Une purification plus 
poussk dc la rhamnodiastase (celle-ci n’a cepen- 
dant pas t:tL: obtcnuc cntikrement skparte de l’x- 
rhamnosidasc) et l’ktude de quelques-unes de ses 
propril:tL;s sont l’okjet d’une au trc publica- 
tion r1 11. 

Nous avons L:tudit: l’influence de la con- 
centration en substrat sur la vitesse d’hbdrolyse du 
p-nitrophknyl-z-r.-rhamnoside et du rutinose par 
l’r-rhamnosidasc 3 son pH optimum r41. A pH 5, 
lcs K,,, calcult;s sont de 3,3 x IO-” M pour le p- 
nitropht;nyl-z-I~-I-hamnoside et de 2.2 x 10 ’ M 
pour le rutinose. Les rapports C’,,,jK,,, indiquent 
unc plus grandc spkcificitti catalytique de l’enzyme 
pour I’hSroside phknoliquc malgrk une hydrolyse 
plus rapide du rutinose. 

Cette prkparation enzymatique a Ctt- testke sur le 
plus grand Cventail possible d’hktkrosides naturels. 

de facon h ce que varient dans le substrat. aussi 
bien la partie glucidique clue l’aglycone (Tableau 

1 ). 
He’t&o.sidrs rir ~~~or~o.srrc~c~hi~~i~i(~~~. Lc salicoside. le 

vicioside et le quercitroside sont hydrolysk 
H~tebmides rip tli.strc~c/~ar~it/(~s. L’attaque de l’a- 

mygdaloside s’effectue prL:ft:rentiellement par le 
glucose terminal. On dCdlo du prunasoside dans 
le milieu t-t-actionnel: celui-ci est ensuitc hydrolyk 
ainsi que le gentiobiose apparu :‘i 1’L:tat dc traces au 
d&but de la ri-action enzlmatique. 

Le quercktol-Ssophoroside est attaqui par le 
glucose terminal; le monoglucoside du quercktol 
est ensuitc &alemment h\,drolysk. Les hktkrosides 
du vicianose: peltatoside. gkosidc et vicianoside 
sont hydrolysk avcc libkation d’arabinose et dc 
glucose. Nous n’avons pas dt;celL: de vicianose; 
cependant la prtsence d’un produit de transosyla- 
tion de R, moindre que celui du vicianose. ainsi 
que l’apparition prkocc de querct:tol dans It: cas 
du pcltatoside. 110~1s incitent ;I envisager la 
lib6ration par la rhamnodiastase du disaccharide 
qui serait ensuitc rapidement hydrolys?. Avec le 
robinoside et le rutoside on obtient les dcux disac- 
charides correspondants: robinobiose et rutinose. 
Ccs deux disaccharides sont ensuite h~drolys&s par 
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l’w_-rhamnosidase qui lib&e Cgalemment le rham- 
nose en 7 du robinoside. 

L’hespCridoside et le naringoside nkcessitent une 
attaque primitive par l’cc-L-rhamnosidase avant 
d’itre hydrolys& sous forme des monoglucosides 
correspondants par la rhamnodiastase. Scul le glu- 
cose combini: en position 5 de l’aglycone d’un 
anthocyanoside est lib%. 

HhtL;ro.sides dr trisaccharides. Le xanthorham- 
noside 171 est hydrolysi: avec lib&ration du trisac- 
charide et de rhamnose, par contre le cathartico- 
side r71 n’est pas attaquC. 

Le kempfkrol - 3 - 0 - rhamnodiglucoside de 

Populus est faiblement hydrolysi: avec lib&ration de 
rhamnose et de glucose; on ne dCdle ni laminari- 

biose ni kempfkrol. L’attaque primitive semble dCe 
ii l’a-L-rhamnosidase, suivie de la libtration du glu- 
cose devenu terminal par la rhamnodiastase. 

DISCCSSION 

Cette purification partielle: chromatographie 
sur DEAE-Sephadex suivie d’un traitement ther- 
mique, permet d’tliminer les fl-glucosidases et /?- 
galactosidases spkcifiques, prCsentes dans les 
graines germ&es de sarrasin. Nous kvitons ainsi, 
afin de permettre leur dCtection chromatographi- 
que, une hydrolyse trop rapide de certains holo- 
sides susceptibles d’ktre lib&r&s par la rhamnodias- 
Vase. 

La rhamnodiastase de sarrasin r&le une 
absence de specificitk pour l’aglycone et posstde 
un champ d’action Ctendu pour une glycosidase. 
Elle hydrolyse les liaisons holosidiques et htttrosi- 
diques engageant un radical isostkre du b-D-glu- 
case en C,. CT2 et C,, c’est-ii-dire les restes /?-r>-glu- 
cosyl, /I-D-galactosyl et a-L-arabinosyl. NCanmoins 
sa propriCtt_ la plus remarquable r&side dans les 
dimensions de son site catalytique lui permettant 
d’accepter ttventuellement un diholoside et m&me 

un triholoside. 
L’attaque des oligosaccharides lits Li une agly- 

cone s’effectue PrCfitrentiellement par leur ex- 
trirmitk non rttductrice. Pour que se manifeste un 
mode d’action proprement rhamnodiastasique, 
c’est B-dire la 1ibCration d’un holoside, un disac- 
charide (1 ---f 6) semble nkcessaire, celui-ci devant 
itre 1% en position 3 sur l’aglycone dans le cas des 
flavonosides. 

Lorsque le disaccharide 1ibCrC correspond au 

gentiobiose et au vicianose, celui-ci est difficile- 
ment dlcelable car il est rapidement hydrolysk B 
son tour par la rhamnodiastase. Le robinobiose et 

le rutinose au contraire persistent plus longtemps 
dans le milieu rkactionnel, par suite de l’activiti: c(- 
rhamnosidasique moindre de la prkparation enzy- 
matique. La charge nette positive port&e par 
l’hCt&ocycle des aglycones anthocyaniques 
empeche toute attaque des substituants osidiques 
en 3 de ce noyau. 

L’rx-L-rhamnosidase qui accompagne la rham- 
nodiastase lib&e les restes a-L-rhamnosyl ter- 
minaux ou branch& des holosides, ainsi que ceux 
liits en 3 ou 7 sur l’aglycone. L’cc-L-rhamnosidase 

de sarrasin r&Ye une plus large specificit envers 
les rhamnosides naturels par comparaison aux 
autres cc-L-rhamnosidases d&ja itudiires: l’x-L- 

rhamnosidase du mollusque Turbo cornutus n’hy- 
drolyse pas le naringoside, et celle d’Asperqillus 
rliger (la naringinase commerciale) est sans action 
sur l’hespkridoside et le quercitroside r81. 

La priparation enzymatique de sarrasin, par son 
activittt rhamnodiastasique et r-L-rhamnosidasi- 
que, peut constituer un outil complCmentaire in- 
tCressant pour l’identification de la partie glucidi- 
que de composts hCt&osidiques; elle peut 6tre 
Cgalement utile pour la prkparation d’holosides. 

Nous avons dkcrit pr&demment la prkparation 
de robinobiose, g partir de robinoside, et l’ktablis- 
sement de la structure d’un trisaccharide de 
Rharmus catharticu [r-L-rhamnopyranosyl (1 --) 3) 
r-L-rhamnopyranosyl (I --f 6) D-galactopyranose]: 
par action de l’r-L-rhamnosidase, on obtient un 

disaccharide dont le d&iv& m&thy16 et le spectre de 
R.M.N. sont identiques B ceux du robinobiose [9l. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Corditious tie qwrnirwtior~. Les graines (300 g) de sarrasin 
(Fagopyum r.sculrurur~~ M. Ets. Vilmorin Paris.) sont gonflt-es 
une nuit dans Hz0 et mises k germer sur coton humide pendant 
2 jours h la lumitre et tempkature du laboratoire. 

Estrtrcriou et pwificuriorl. Les graines germ&es sont broykes 
dans du tampon acitate 0,I M de pH 5. AprPs agitation pen- 
dant 2 h le broyat est centrifugk a 1000 g pendant 15 min et le 
surnageant abandon& une nuit a 4 Apris une centrifugation 
de 30 mn h 50009 le surnageant est amen& $ 80”<, de saturation 
en (NH&SO,. Les protkines pricipitkes sont reprises par H,O 
(environ 50 ml), dialyskes et centrifugies 45 mn B 20.000 9. La 
solution protkique est kquilibrke par dialyse contre du tampon 
acetate 0,I M de pH 5,20 Ml (environ 200 mg de protCines) sont 
passes SW une colonne de DEAE-Sephadex A 50 (I,6 x 15 cm) 
CquilibrC-e avec le tampon acetate 0,l M de pH 5. Une fraction 
protkique renfermant une intense activiti: /I-galactosidasique et 
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/I-glucosldasique est &IL& avec le tampon d’Cquilibrage, puis 
nous installons un gradient lint-aire de 0 h 0.5 M en NaCl 
(100 ml dans chaque Bacon). Des fractions de 5 ml sont col- 
iectties pour le rep&age des activitis cnzymatlques. tine 
seconde /i-galactosidase est &l&e au dt;but du gradient et les 
fractions hydrolysant le I’-n]trophCnql-/,‘-I,-rLltinoside et le ,I- 
nitrophCnyl-cr-I_-rhamnoside sont CluCes pour une molaritt- en 
PuaC’l voisinc dc O,?. Celles-ci sont rassemblbes. dwlysCes et con- 
cent&s sur membrane PM 30 (Amicon) jusqu’h un volume voi- 
sin de IO ml. Afin d’inactiver totalemcnt unc /i-glucosidase Cl&e 
parallclcment de la colonnc de DEAE-Sephadex. la pr+aration 
ohtenuc est coumise h un traitement thermique pendant 10 mn 
il 50 

Domy des p,or&nrs. Par la mCthode de Lowry [lo], I’ttalon- 
nagc Ctant rCalii avec de la &urn albumine bovine. 

Repk~~gc~ c/c\ ~~cfi~Vti.s ri~r\,,ltcltic/uc.~. Le reperage des diverses 
actibitks en7jmatiques s’effectue par mesurc du p-nitrophCno1 
lib&r& des arylglqcosidcs nit& correspondants. Lc milieu rCac- 
tionnel comprend: 0.1 ml dc substrat 5 mM, 0.1 ml d’Cluat dc la 
colonne de DEAE-Sephadex. Apr&s un temps d’incubation de 
30min ii 37’ avec le p-nitrophtnyl-[I-o-rutinoside et le p- 
nitrophCnyl-r+rhamnoside comme substrats, ou de IO min 
awe le /‘-nitrophL:1?4l-/~-I,-eal~~ctoside. la rL:actlon cwymatique 
est arritke par addition de I ml de Na?(‘O, 0.2 M et l’intensiti 
dc la coloration Jaune quc dCvcloppe le p-nitrophtnol cst 
mesurL:c ;I JO0 nm. 

E\vtris CJIIZ,I mtrtiqucs. Pour les essais d’hydrolyse enrymatiquc 
dcs hCtt;rosides naturels. le mClange reactionnet comprcnd: 
1 mg d’htit&side cn suspension dans 0.075 ml H,O, 0.01-5 ml 
de tampon phosphate disodique 0.2 Mm-acide citriquc 0. I M dc 
pH 5.0.1 ml de priparation enzymatique. Apr&s 24 hr d’incuba- 
tion ;i 45 . 1~’ milieu riactionnel est chromatographie sur papier 
(Schlelchcr et Schiill) avec le syst&mc solvant wRuOH_pyri- 
dint HZ0 (9:5:4). Les oses Ilb&-Ps sont rCvG.s par o-phtnyl- 
+nediamine oxalatr. Pour prticiser la cinitlquc de l’attaquc de 
certains hGtCrosrdcs. des prilt?vements i des temps variables du 
milieu rcactionnel sont chromatographi&s sur plaques. Chro- 

matographic sur plaques de gel de silice (Schleicher et Schiill) 
avcc le systBme solvant EtOAc--HOAc-MeOH--H,O 
(60: 15: IS: 10); r&vCtation par une solution irthanolique 
d’H,SO& B 5’); et chauffage a 80’. Chromatographie sur plaques 
de micropolyamide (Schleicher et Schiill F 1500) avec le 
systkme solvant MeOH-HOAc--H,O (19: I : 1); r&elation par 
une solution de AICI, g 5”;) dans MeOH et les plaques sont 
observCes sous une lampe UV. 
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